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RESUMEN/SUMMARY 
 
Resumen: 
A pesar de la heterogeneidad del cáncer de mama receptor hormonal positivo 
(CMRHP), aun no se ha establecido ninguna estratificación clínica significativa basada 
en los genes que con mayor frecuencia presentan mutación en esta enfermedad (TP53-
PIK3CA-PTEN). Además, se desconoce la estabilidad del paisaje mutagénico desde las 
lesiones primarias hasta las metastásicas. Las Sociedades Internacionales han 
secuenciado las mutaciones de casos tempranos de diferentes subtipos de cáncer de 
mama. En esta tesis proponemos como hipótesis que el análisis pareado de las 
alteraciones genéticas presentes en tumores metastásicos en comparación con sus tumores 
primarios nos permitiría responder a: 1) si los casos de recurrencia conllevan un único 
paisaje genómico; 2) si en la metástasis este paisaje se preserva globalmente o no, y cuál 
es el papel de la frecuencia de alelos menores (MAF) en la expansión del cáncer. 
En este estudio, sobre las lesiones primarias y metastásicas de 11 casos de cáncer 
de mama pareados (43% estadios II, 57% en estadio III) y en 11 líneas celulares se 
realizaron análisis de secuenciación genética masiva de nueva generación (NGS) y 
análisis de arrays de CGH con un panel que cubre los genes mutados en el ≥1% de los 
casos de CMRHP, a más de 800X de profundidad. Los principales hallazgos 
mutacionales, basados en la frecuencia de las alteraciones presentes en las muestras, la 
expansión de las frecuencia de alelos menores (MAF) presentes en las muestras 
metastásicas y la severidad de los cambios, fueron validados con los datos procedentes 
del Atlas De Genoma del Cáncer de Mama (TCGA). La función de los genes pronósticos 
encontrados fue estudiada mediante modelos in vitro en líneas celulares de cáncer de 
mama hormonoresistentes. 
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Las alteraciones genéticas más severas, con frecuente expansión de alelos 
menores (MAF) en la metástasis, se encontraron de manera repetida en 18 genes. Sin 
embargo, sólo MYC, DNAH5, CSFR1, EPHA7, ARID1B y KMT2C presentaron un factor 
pronóstico independiente o se encontraban con una incidencia significativa entre los casos 
recaídos versus no recaídos procedentes del Atlas de Genoma del Cáncer de Mama.  La 
firma genética formada por MYC, KMT2C y EPHA7 fue la que mejor discriminó el curso 
clínico de las pacientes, con más de 50 meses de diferencia en supervivencia global 
(p=0.0001), con un aumento en el riesgo de muerte de 3.25 veces mayor (HR=3.25, 
p<0.0001) y de recaída precoz durante el tratamiento hormonal. Las líneas celulares (n=4) 
con la mutación D348N en KMT2C fueron capaces de adquirir resistencia hormonal en 
menos de 1 año frente a las otras líneas (n=7) que fueron incapaces. La mutación T666I 
del dominio tirosina-quinasa de EPHA7 confirió también resistencia hormonal. 
En conclusión de esta tesis, la novedosa presencia de mutaciones inactivantes de 
los genes KMT2C y EPHA7, que confiere resistencia al tratamiento hormonal, se 
correlaciona con una evolución clínica desfavorable en CMRHP. 
 
Summary: 
Despite the heterogeneity of hormone-receptor positive breast cancer, no 
clinically meaningful stratification of this disease has been established based on the 
known most frequently mutated genes (TP53-PIK3CA-PTEN). In addition, the mutational 
landscape stability from primary to metastatic lesions is unknown. International consortia 
have sequenced early cases of different subtypes. We hypothesized that a comparison of 
primary-metastases pairs would allow answering 1) if the relapsing cases harbour an 
unique genomic landscape; 2) if this landscape is globally preserved in the metastases or 
not, and what is the role of minor alleles frequency (MAF) expansion. 
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Next-generation sequencing of a panel covering the genes mutated in ≥1% of 
HRPBCs were performed in the primary and metastatic lesions of 11 pairs (43% stage II, 
57% stage III) at >800X and CGH-arrays  and 11 HRPBC cell lines.  Top hits, based on 
the frequency of alteration in the discovery set, minor-allele frequency (MAF) expansion 
in the metastases, and predicted severity of the changes, were validated in the TCGA 
series. Genes determining the most parsimonious prognostic signature were studied for 
their functional role in vitro with hormone-resistance assays in the cell lines.  
Severe alterations, with frequent MAF expansion in the metastases, were found 
recurrently in 18 genes in the discovery set. However, only MYC, DNAH5, CSFR1, 
EPHA7, ARID1B and KMT2C preserved independent prognosis impact and/or showed 
significantly different incidence of alterations between relapsed/non-relapsed cases in the 
TCGA series. The signature composed by MYC, KMT2C and EPHA7 best discriminated 
the clinical course, with >50 months difference in overall survival (p=0.0001); a positive 
signature implied a hazard ratio of death of 3.25 (p<0.0001), and early relapse during the 
adjuvant hormonal treatment. The cell lines (n=4) with the D348N mutation in KMT2C 
were able to acquire hormone resistance in less than a year whereas the other (n=7) did 
not. The T666I mutation in the kinase domain of EPHA7 conferred hormonal resistance 
too. 
In conclusion, novel inactivating mutations in KMT2C and EPHA7, which 
confer resistance to hormonal treatment, cause adverse clinical course in HRPBC. 
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CLAVE DE ABREVIATURAS 
 
A continuación se presentan por orden alfabético las abreviaturas utilizadas en 
la presente tesis, que corresponden a nombres de genes y proteínas, abreviaturas propias 
de la tesis, o términos científicos descritos inicialmente en lengua inglesa, utilizados 
comúnmente de esta forma a través de siglas. 
 
ADN: ácido desoxirribonucleico. 
AJCC: American Joint Committee on Cancer. 
ARID1B: dominio de interacción rico en AT de la proteína 1B. 
ARNm: ácido ribonucleico mensajero. 
ASRs: tasa de mortalidad estandarizada por edad. 
ATM: proteína mutada en ataxia telangiectasia (ataxia telangiectasia mutated). 
BRCA: breast cancer susceptibility protein. 
BRCA1: proteína de susceptibilidad a cáncer de mama tipo 1 (breast!cancer 
susceptibility gene 1). 
BRCA2: proteína de susceptibilidad a cáncer de mama tipo 2 (breast!cancer 
susceptibility gene 2). 
CDKN1B: cyclin-dependent kinase inhibitor 1B. 
CGH: hibridación genómica comparada. 
CMRHP: cáncer de mama receptores hormonales positivos. 
CNAs: alteraciones del número de copias. 
CNV: copy-number variation. 
CRT: cyclic reversible termination. 
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CSFR1: colony stimulating factor 1 receptor. 
DCC: dextran charcoal-stripped. 
DNAH5: dynein heavy chain 5 axonemal. 
EGFR: receptor factor crecmiento epidérmico. 
EPHA7: Receptor efrina A tipo 7. 
FBS: suero bovino fetal (fetal bovine serum). 
FFPE: tejido fijado en parafina. 
FISH: fluorescencia por Hibridación In Situ. 
FSH: hormona estimuladora de foliculos. 
GATA3: gen GATA3. 
HER2: receptor tirosina quinasa proteína erbB-2. 
HRPBCs: hormono receptor postive breast cancer. 
IHQ: inmunohistoquímica. 
IMC: indice masa corporal. 
Ki!67: Proteína identificada con el anticuerpo monoclonal Ki!67 (antigen identified by 
monoclonal antibody Ki!67). 
KMT2C: lysine N-methyltransferase. 
LTED: long-term estradiol deprivation. 
MAF: frecuencia de alelos menores (minor allele frequency). 
MPS: massive parallel sequencing. 
MYC: proto-oncogen MYC. 
NCOR1: nuclear receptor co-repressor 1. 
NGS: next generation sequencing. 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction). 
PIK3CA: fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-kinasa subunidad catalítica alfa. 
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PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa. 
RAD51: Proteína de recombinación A tipo 51 homóloga a RecA de E. coli 
(recombination protein A 51, RecA homolog E. coli). 
RB1: Proteína asociada al retinoblastima tipo 1 (retinoblastoma!associated protein 1). 
RE: receptor estrógenos. 
RP: receptor progesterona. 
SG: supervivencia global. 
S-Indels: inserciones y/o deleciones (small insertions and deletions). 
shRNA: ARN silenciador. 
SLR: supervivencia libre de recaída. 
SNPs: polimorfismos de nucleótidos únicos (single!nucleotide polymorphism). 
TCGA: altas del genoma del cáncer. 
THS: terapia hormonal sustitutiva. 
TNM: Sistema de estadificación del tumor, según T, tamaño del tumor, N, metástasis a 
ganglios linfáticos axilares, y M, metástasis a tejidos distantes de la mama. 
TP53: gen p53. 
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1.! INTRODUCCIÓN 
1.1! IMPORTANCIA DEMOGRÁFICA 
 
La población oficial de España a 1 de Enero del 2.014 fue de 46.464.000 
personas, de las que 23.634.738 (50.86%) eran mujeres(1). 
En el año 2012 se produjeron en España 402.950 defunciones. Por sexo, 
fallecieron 197.030 mujeres (un 4,8% más) y 205.920 hombres (un 3,0% más). El grupo 
de las enfermedades del sistema circulatorio se mantuvo como la primera causa de muerte 
(responsables de 30,3 de cada 100 defunciones), seguida de los tumores (27,5) y de las 
enfermedades del sistema respiratorio (11,7). Las enfermedades del sistema nervioso, que 
incluyen al Alzheimer, fueron la cuarta causa de muerte. 
Por sexo, los tumores fueron la primera causa de muerte en los hombres (con 
una tasa de 296,3 fallecidos por cada 100.000) y la segunda en mujeres (con 180,0). En 
cambio, las enfermedades del sistema circulatorio fueron la primera causa de mortalidad 
femenina (282,2 muertes por cada 100.000) y la segunda entre los hombres (239,4). 
Los datos de Incidencia del cáncer en España en 2012 eran de 215.534 casos 
(alrededor de 2/3 partes en pacientes ≥ 65 años), con una tasa estandarizada por edad de 
215,5 casos por 100.000 habitantes por  año, y un riesgo de presentar cáncer antes de los 
75 años de 25,1%. La predicción para 2015 es de 227.076 casos, con un crecimiento de 
nuevos casos que se produce en mayor medida a costa de la población ≥ 65 años (ver 
tabla 1)(2). 
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Tabla 1. Incidencia de cáncer en España por edad en 2012 y predicción para 2015. 
 
Entre los tumores, los responsables de una mayor mortalidad fueron el cáncer de 
bronquios y pulmón y el cáncer de colon (que aumentaron un 2,0% y un 0,7%, 
respectivamente). El primero fue el cáncer que más muerte causó entre los hombres. Entre 
las mujeres, el cáncer que más defunciones causó fue el de mama (aunque el total de 
muertes disminuyó un 0,4% respecto a 2011).  
En España, se estima que la incidencia de cáncer de mama (número de casos 
nuevos de cáncer en un periodo determinado de tiempo, generalmente un año, en un 
número determinado de habitantes) durante los años 2006 y 2012 fue de 26.493 casos y 
27.182 casos respectivamente. En el año 2013 se estima que el número de muertes 
atribuibles a cáncer de mama fue 6.616 defunciones con una tasa estandarizada de 
muertes de 11.79 por cada 100.000 habitantes, con límites de predicción e intervalos de 
confianza del 95%.  La prevalencia a 5 años supone cerca de 105.000 mujeres con cáncer 
de mama. Se calcula que una de cada 20 mujeres desarrollará cáncer de mama antes de 
los 75 años.  
 
 
 
Introducción 
 
 35 
Tabla 2. Cinco localizaciones de cáncer más frecuentes en España en 2012. 
 
En agosto de 2014 Malvezzi y col(3) publicaron las predicciones de la mortalidad 
por cáncer en Europa. Utilizando modelos logarítmicos, bases de datos de población y de 
muertes y las tasas de mortalidad (mundiales) estandarizadas por edad (ASRs) en 2014 
para todos los cánceres y para cánceres seleccionados.    
El número de muertes por cáncer previstas en la Unión Europea durante 2014 fue 
1.323.600 (742.500 hombres y 581.100 mujeres). Entre 2009 y 2014, se predice una caída 
de las tasas de mortalidad (mundiales) estandarizadas por edad (ASRs) de todos los 
cánceres del 7% a 138.1/100.000 en hombres y del 5% a 84.7/100.000 en mujeres. Las 
ASRs por 100.000 son 6.3 hombres y 2.7 mujeres para cáncer de estómago; 16.5 hombres 
y 9.4 mujeres para cáncer colorrectal; 8.1 hombres y 5.5 mujeres para cáncer de páncreas; 
36.4 hombres y 14.7 mujeres para cáncer de pulmón; 10.1 hombres para cáncer de 
próstata; 14.4 mujeres para cáncer de mama, y 4.7 para cáncer de útero; y 4.2 y 2.6 para 
leucemia. Las tendencias recientes son favorables excepto para cáncer de páncreas y de 
pulmón en mujeres. En conclusión, las tendencias favorables continúan durante 2014. El 
cáncer de páncreas se ha convertido en la 4ª causa de muerte por cáncer en ambos sexos, 
mientras que en pocos años el cáncer de pulmón probablemente se convertirá en la 
primera causa de muerte por cáncer en mujeres, sobrepasando al cáncer de mama. 
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Se predice que en el futuro próximo continuará la tendencia favorable en la mortalidad 
por cáncer mama observada desde los años 90. Alemania, Polonia y España tienen las 
tasas de mortalidad más bajas de la UE.   
 
Figura 1. Tasas de mortalidad (Unión Europea) estandarizadas por edad por cada 
100.000 habitantes.  
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Figura 2. Incidencia, mortalidad y prevalencia a los cinco años de los tumores más 
frecuentes en mujeres españolas en 2012. 
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1.2! FACTORES DE RIESGO DEL CÁNCER DE MAMA 
 
Múltiples factores se han asociado a un mayor riesgo de desarrollo de cáncer de 
mama, incluyendo la edad, historia familiar, exposición a hormonas femeninas (tanto 
exógenas como endógenas), dieta, enfermedades benignas de la mama, y aquellos 
relacionados con el ambiente. La mayoría de estos factores producen un riesgo leve-
moderado para desarrollar cáncer de mama en una mujer tomados individualmente. Se ha 
estimado que aproximadamente un 50% de las mujeres que desarrollan cáncer de mama 
no presentan ningún factor conocido de riesgo aparte de la edad y del sexo femenino.  
 
1.2.1!FACTORES FAMILIARES 
La historia familiar es un factor de riesgo heterogéneo que depende del número 
de familiares afectos, del número de familiares no afectos, de la edad al diagnóstico en 
los familiares y del grado de parentesco. La mayoría de las mujeres diagnosticadas de 
cáncer de mama no presentan antecedentes en su familia, y sólo entre un 5-10% tienen 
una predisposición hereditaria verdadera. Globalmente, el riesgo de desarrollar cáncer de 
mama se incrementa en 1.5-3 veces si la mujer presenta un familiar de primer grado 
(madre o hermana) con un tumor de mama(4). Incluso en ausencia de una predisposición 
hereditaria conocida al cáncer de mama, mujeres con historia familiar para cáncer de 
mama tienen un cierto incremento del riesgo de desarrollo de tumores mamarios, debido 
bien a factores genéticos aún no definidos, factores ambientales, o a una combinación de 
ambos. 
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1.2.2!PREDISPOSICIÓN INHERENTE 
Los dos genes más importantes asociados a la susceptibilidad en cáncer de mama 
y ovario son BRCA1 y BRCA2. Las mutaciones en cualquiera de estos genes confieren un 
riesgo de cáncer de mama de 60 a 85% y un riesgo de cáncer de ovario de 15-40%(5). Sin 
embargo, las mutaciones en estos genes sólo representan el 2-3% de todos los cánceres 
de mama. La disfunción BRCA puede ser un mecanismo importante en el desarrollo del 
cáncer de mama triple negativo (TNBC) y es la base de nuevas estrategias terapéuticas.  
BRCA1 desempeña un papel crítico en el desarrollo normal de la glándula 
mamaria y es necesario para la conversión de las células receptor estrogénico negativo a 
positivo. BRCA1 regula el destino celular y está involucrado en la regulación de células 
madre(6). BRCA1 parece tener un amplio papel en la homeostasis celular. Se ha implicado 
en la reparación del ADN, la regulación de la transcripción y remodelación de la 
cromatina. BRCA2 está implicado también en la recombinación del ADN y los procesos 
de reparación de éste(7). De todas las funciones de reparación del ADN, estas dos proteínas 
son esenciales para el proceso de recombinación homóloga (HR). Este mecanismo es 
fundamental en la reparación de la rotura de ADN de doble cadena que puede llevar a 
translocación cromosómica y a la inestabilidad genómica. Muchos agentes citotóxicos 
pueden inducir daño de doble cadena de ADN como los inhibidores de la topoisomerasa 
y los agentes alquilantes. La vía principal para la reparación de estas lesiones es la 
recombinación homóloga, a través de la copia de la secuencia de ADN dañado de 
cromátidas hermanas idénticas, que reemplazan la secuencia de ADN dañado. La 
recombinación homóloga es conservadora y es altamente dependiente de tres proteínas 
centrales: ATM (ataxia-telangiectasia mutada), de BRCA1 y BRCA2(8). ATM se activa en 
respuesta al daño del ADN. Su forma activa fosforila BRCA1 en sitios específicos e 
induce la recombinación homóloga en cooperación con BRCA2 y RAD51. Las células que 
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carecen tanto de BRCA1 o BRCA2 son incapaces de reparar el daño de ADN de doble 
cadena por recombinación homóloga. Estos defectos dan lugar a la reparación de las 
lesiones de ADN a través de otros mecanismos no conservadores y mutagénicos de ADN 
que favorecen la inestabilidad genómica. Esta es probablemente la causa que origina la 
predisposición de cáncer en portadores de la mutación BRCA. La pérdida de expresión de 
los genes BRCA1 induce el desarrollo de tumores a lo largo de un camino que es diferente 
y no bien definido en el caso de BRCA2. El fenotipo inducido por la pérdida de los genes 
BRCA1 incluye características específicas del cáncer de mama basales -como receptores 
negativos, la infiltración linfocítica y con frecuencia la expresión de EGFR y la 
amplificación de c-MYC. Otras características relacionadas con el defecto de reparación 
del ADN son las mutaciones en TP53, la pérdida de la función de RAD51, la inestabilidad 
genómica y de la sensibilidad a agentes que dañan la cadena de ADN. 
Los síndromes de Li-Fraumeni, Cowden, Muir-Torre y la enfermedad ataxia-
telangiectasia, tienen también un aumento de la susceptibilidad al cáncer de mama(5); 
relacionado también con un deterioro en la capacidad de reparación del ADN a nivel de 
todos los tejidos, no tratándose por tanto de síndromes específicos de cáncer de mama. 
 
1.2.3!FACTORES HORMONALES 
El desarrollo de cáncer de mama en la mayoría de las mujeres parece 
relacionarse con las hormonas reproductoras femeninas. Numerosos estudios 
epidemiológicos han identificado un aumento del riesgo de padecer cáncer de mama con 
un incremento en la exposición a estrógenos endógenos(9,10). La edad precoz de la 
menarquia, la nuliparidad o la edad tardía del primer embarazo, y la menopausia tardía 
incrementan el riesgo de desarrollo de cáncer de mama. En las mujeres postmenopáusicas, 
la obesidad y el tratamiento hormonal sustitutivo, los cuales parecen estar relacionados 
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ambos con los niveles plasmáticos de estrógenos y estradiol, están relacionados con un 
aumento en el riesgo de tumores de mama(11).  
La incidencia de cáncer de mama se incrementa de manera importante con la 
edad hasta la menopausia. Después de esta, aunque la incidencia continua aumentado, el 
incremento se ralentiza hasta aproximadamente un sexto que el observado en el periodo 
premenopáusico. Este hecho sugiere que la función ovárica presenta un papel esencial en 
la etiología del cáncer de mama(12). La ooforectomía bilateral antes de los 50 años 
disminuye el riesgo de cáncer de mama, con un claro mayor descenso del riesgo cuanto 
menor es la edad de dicha ooforectomía. Datos provenientes de mujeres con mutación en 
los BRCA1 y BRCA2 sugieren que la ooforectomía precoz presenta un efecto protector 
substancial contra el cáncer de mama en esta población(13). 
El uso combinado de estrógenos y progesterona como Terapia Hormonal 
Sustitutiva (THS) también incrementa el riesgo de padecer cáncer de mama. Comparado 
con placebo, el uso de terapia hormonal sustitutiva aumenta en 1.24 veces (p<0.001) el 
riesgo de desarrollo de cáncer de mama(14). 
 
1.2.4!ESTILO DE VIDA Y FACTORES DIETÉTICOS 
La observación de que existe una amplia variación internacional en la incidencia 
de cáncer de mama, con países en los cuales una dieta rica en grasas presentan una mayor 
tasa de cáncer de mama en comparación con países con dietas bajas en grasa, sugiere que 
la ingesta alta de grasas podría tener relación con un aumento del riesgo de cáncer de 
mama. Sin embrago, datos provenientes de siete estudios epidemiológicos no han sido 
capaces de encontrar una asociación entre la toma de grasas y el riesgo de desarrollo de 
cáncer de mama en países desarrollados(15). Existe un moderado factor de protección entre 
el consumo de vegetales, pero los resultados procedentes del consumo de frutas, fibra y 
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carne no son concluyentes. Por otro lado, parece existir una relación positiva entre el 
consumo de alcohol y el riesgo de cáncer de mama(16).  
La obesidad está asociada tanto con un aumento en el riesgo de cáncer de mama 
en mujeres postmenopáusicas como con un incremento de la mortalidad por este tumor. 
Así las mujeres con un índice de masa corporal (IMC) mayor o igual a 31.1 presentan 
hasta 2.5 veces mayor riesgo de cáncer de mama que las presentan un índice menor o 
igual a 22.6(14). 
En mujeres adultas, la actividad física puede actuar disminuyendo el número de 
ciclos ovulatorios, los niveles de estrógenos y previniendo la obesidad(17).  
 
1.2.5!OTROS FACTORES DE RIESGO 
Las enfermedades benignas de la mama se dividen en no proliferativas y 
proliferativas (hiperplasia ductal, adenosis esclerosante, atipia ductal con hiperplasia y 
carcinoma lobulillar in situ). Las lesiones no proliferativas no se asocian a cáncer de 
mama, mientras que las lesiones proliferativas sin atipia incrementan en 1.5-2 veces el 
riesgo de cáncer de mama. Las lesiones proliferativas con atipias presentan hasta un 4.0-
5.0 mayor riesgo de desarrollo de cáncer(18).Existe una marcada interacción entre la 
historia familiar y la presencia de atipias con el riesgo de cáncer de mama. Así, el riesgo 
absoluto de desarrollar cáncer de mama en mujeres con historia familiar e hiperplasia 
atípica es de un 20% a los 15 años, comparado con un 8% en mujeres con hiperplasia 
atípica y sin historia familiar(19).  
La densidad mamográfica de la mama se ha postulado como un factor predictor 
del desarrollo de cáncer de mama, junto con la dificultad que presenta este hecho para el 
diagnóstico de estos tumores. Así, mujeres con un 75% o más de densidad mamaria 
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presentan 4.7 veces incrementado el riesgo de desarrollo de cáncer de mama que aquellas 
que presentan una densidad menor a un 10% (intervalo de confianza al 95%:2-6.2). Este 
riesgo parece mantenerse incluso tras el ajuste por otros factores(20). 
La exposición a radiaciones ionizantes, los campos electromagnéticos o los 
pesticidas organoclorados (PCBs y DDT) son otros factores asociados al desarrollo de 
cáncer de mama(21). 
Tabla 3.  Principales factores de riesgo para cáncer de mama. 
FACTOR DE RIESGO RIESGO RELATIVO 
Mutación deletérea en BRCA 1 o BRCA 2 10-32 
Historia familiar de cáncer de mama sin mutación conocida 
1 familiar de primer grado 
2 familiares de primer grado 
3 o más familiares de primer grado 
1 familiar de segundo grado 
 
1,5-2 
3,0 
4,0 
1,2-1,5 
Radioterapia terapéutica en el tórax antes de los 30 años 7-17 
Factores hormonales 
Menarquia temprana (<12 años) o menopausia tardía (>55 años) 
Nuliparidad o primer embarazo tardío (>30 años) 
Terapia hormonal sustitutiva (10 años o más) 
Obesidad en postmenopausia 
 
1,2-1,3 
1,2-1,7 
1,5 
1,2-1,9 
Consumo de alcohol (2 bebidas diarias vs ninguna) 1,2 
Fumar antes del primer embarazo 1,2 
Estilo de vida sedentario 1,1-1,8 
Raza blanca 1,1-1,5 
Densidad mamaria (muy densas vs predominantemente grasas) 5,0 
Atipia ductal atípica, hiperplasia lobular o carcinoma lobular in 
situ en una biopsia de mama anterior 4,0 
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1.3! HETEROGENICIDAD DEL CÁNCER DE MAMA 
 
El cáncer de mama es una enfermedad heterogénea y con fenotipos diferentes 
bien caracterizados. Se ha avanzado mucho desde la identificación empírica de la 
dependencia hormonal del cáncer de mama hace más de 100 años(22) hasta la 
identificación de los perfiles genéticos. En nuestros días, sabemos que el cáncer de mama 
se compone de muchos subtipos biológicos con comportamientos y respuesta a 
tratamientos muy dispares (23,24). A pesar de ello, la hormonoterapia sigue siendo el hito 
más importante en la historia del tratamiento del carcinoma de mama. 
Los estudios de expresión génica han identificado diferentes subtipos de cáncer 
de mama. Estos incluyen 2 subtipos de cáncer de mama con receptor de estrógeno (RE) 
positivo: Luminal A y Luminal B y 3 subtipos de cáncer de mama con receptor de 
estrógeno negativo ("Basal-like", fenotipo HER2 enriquecido y "Claudin-low"). Estos 
subtipos difieren marcadamente en pronóstico y tratamiento. 
El subtipo Luminal A, representa aproximadamente el 40% de los tumores de 
mama. Normalmente son tumores con alta expresión de los genes relacionados con el 
receptor de estrógenos (RE), baja expresión de los genes relacionados con HER2, y baja 
expresión de genes relacionados con la proliferación(25). A pesar de las diferencias en el 
número y selección de genes analizados en los distintos perfiles de expresión, en todos 
ellos se ha demostrado que el subtipo Luminal A representa el fenotipo de mejor 
pronóstico. 
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Tabla 4. Definición de fenotipos de cáncer de mama. 
Subtipo intrínseco Definición histopatológica Notas 
Luminal A 
- Receptor estrogénico (RE) 
positivo 
- HER2 negativo 
- Ki67 bajo * 
- Receptor progesterona (RP) 
positivo alto ** 
* el punto de corte entre Ki67 alto o 
bajo varía entre los laboratorios. 
** los valores sugeridos para Ki67 y RP 
es de 20% 
Luminal B 
Luminal B-HER2 negativo 
- RE positivo 
- HER2 negativo 
- Ki67 alto o RP bajo 
Luminal B-HER2 positivo 
- RE positivo 
- HER2 positivo 
- cualquier valor Ki67 o RP 
 
HER2 enriquecido - HER2 positivo - RE y RP ausente  
"Basal-Like" 
Triple Negativo 
- RE y RP ausente 
- HER2 negativo 
Existe aproximadamente un 80% de 
solapamiento entre "triple-negativo" y 
fenotipo "basal-like", sin embargo 
también se incluyen algunos subtipos 
histológicos especiales como 
carcinoma medular típico o carcinomas 
adenoides quísticos con muy baja 
probabilidad de recaída a distancia 
 
El subtipo Luminal B, representa el 20% de los tumores, con menor expresión 
de genes relacionados con el receptor de estrógenos (RE), variable expresión de los genes 
HER2, y alta expresión de los genes de proliferación. Implica peor pronóstico que el 
subtipo Luminal A(26), y este subtipo implica un mayor riesgo de recurrencia local y a 
distancia. 
El subtipo HER2 enriquecido, representa el 10-15% de los tumores de mama y se 
caracteriza por la alta expresión de HER2 y genes de proliferación así como baja 
expresión de genes relacionados con el receptor de estrógenos. Por esta razón, estos 
tumores son típicamente negativos inmunohistoquimicamente para receptor de 
estrógenos, receptor de progesterona y positivos para HER2. Este subtipo sólo implica la 
mitad de los cánceres de mama con expresión y/o amplificación de HER2+ (la otra mitad 
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corresponde a subtipo Luminal B con expresión de receptor de estrógeno y fenotipo 
HER2). La presencia de  sobreexpresión y/o amplificación de HER2 implica un peor 
pronóstico(27) pero gracias al desarrollo de terapias anti-HER2, actualmente tiene más 
importancia como factor predictivo de respuesta a tratamiento. Así en 2001 se publicó el 
primer estudio demostrando que trastuzumab, un anticuerpo monoclonal dirigido contra 
HER2,  aumentaba la supervivencia en combinación con quimioterapia en pacientes que 
tenían sobreexpresión de HER2 en cáncer de mama metastásico(28). En 2005 se publicaron 
dos artículos en NEJM (New England Journal of Medicine) demostrando la evidencia del 
beneficio terapéutico de trastuzumab en el cáncer de mama medida por la reducción de 
las tasas de recurrencia y muerte(29,30). 
El subtipo "Basal-like", se denomina así por la semejanza con la expresión de las 
células epiteliales basales del ducto mamario, representa el 15% de los tumores de mama. 
Se caracteriza por la escasa expresión de genes luminales y genes relacionados con HER2. 
Son típicamente triple negativos (ausencia de expresión del receptor estrogénico, receptor 
de progesterona y HER2). El subtipo "basal-like" se relaciona con la edad y la raza: 
estudios poblacionales sugieren una mayor incidencia en mujeres premenopáusicas y 
afroamericanas(31,32). Este subtipo implica un peor pronóstico aunque presente una mayor 
sensibilidad a la quimioterapia(33). La ausencia de terapia biológica dirigida frente a una 
diana representa un obstáculo en el tratamiento de este subtipo de tumores.  
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Figura 3. Subtipos moleculares de cáncer de mama (tomada de Nature 406, 747-752). 
 
   
Recientemente, y en relación con la alta heterogeneidad del cáncer de mama, 
dentro de los tumores Triple Negativos, estudiando 587 casos, se han identificado otros 
6 subtipos intrínsecos mediante análisis genético, incluyendo "Basal-like" tipos 1 y 2 
(BL1 y BL2), Inmunomodulador (IM), Mesenquimal (M), Mesenquimal "stem-like" 
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(MSL) y Luminal Receptor Androgénico (LAR). Los subtipos BL1 y BL2 presentan una 
alta expresión de genes relacionados con control del ciclo celular y de reparación de daño 
al DNA. Los subtipos M y MSL están enriquecidos en genes relacionados con la 
transición epitelio-mesénquima. El subtipo LAR se caracteriza por un peor intervalo libre 
de recaída y presenta genes relacionados con la activación del receptor androgénico(34).   
El subtipo "Claudin-low", se caracteriza por la baja o ausencia de expresión de 
marcadores de diferenciación luminal, un alto enriquecimiento en genes relacionados con 
la transición epitelio-mesénquima, genes relacionados con la respuesta inmune y rasgos 
de células "stem" pluripotenciales. Clínicamente, la mayoría de estos tumores son triples 
negativos con diferenciación metaplásica o medular. Presentan una quimiosensibilidad 
intermedia, presentando un pronóstico peor que los fenotipos Luminales A y similar al 
"Basal-like", Luminal B o HER2 enriquecido(35).  
 
De todos estos puntos y subtipos podemos, por lo tanto, concluir que dada la  
heterogeneidad del cáncer de mama el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento se 
debe basar en el conocimiento de nuevos marcadores moleculares. Probablemente el 
cáncer de mama puede iniciarse a partir de diferentes subtipos celulares. La naturaleza de 
estas alteraciones moleculares y su conocimiento presenta una gran implicación tanto 
clínico-terapéutica como para las pacientes. 
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1.4! PRINCIPIOS DEL TRATAMIENTO DEL CÁNCER DE 
MAMA 
 
La elección del tratamiento actual del cáncer de mama se basa en las 
características de la paciente, del tumor y la de posibilidad de responder o no a un 
tratamiento determinado. La elaboración de un pronóstico resume la información sobre 
la posible evolución de una paciente en particular, respecto a su supervivencia global, 
supervivencia libre de enfermedad o progresión, probabilidad de responder al tratamiento 
y probabilidad de complicaciones. El cáncer de mama crece a velocidades distintas en 
pacientes diferentes y con frecuencia es una enfermedad sistémica en el momento del 
diagnóstico inicial (debido a la presencia de micrometástasis en otros tejidos). El 
pronóstico está influido por múltiples marcadores: la presencia de ciertos marcadores 
moleculares en lesiones aparentemente localizadas y completamente resecadas se 
relaciona con rápidas recaídas a distancia por existencia de enfermedad que está oculta al 
momento del diagnóstico. 
Las medidas de tratamiento local tienen un efecto muy limitado en la 
supervivencia: la supervivencia mediana de pacientes no tratadas es de 2,5 años. Las 
pacientes tratadas sólo con tratamientos locales (cirugía con o sin radioterapia local) 
tienen una expectativa de vida mejor que las pacientes que no han recibido ningún tipo 
de tratamiento, pero continúan muriendo a ritmos considerablemente mayores que 
controles sanas de la misma edad hasta 20 años después del tratamiento. Cualquiera que 
sea la causa de muerte, el 75-85% de las pacientes con historia de cáncer de mama 
presenta evidencia de tumor en la autopsia. 
Aproximadamente entre el 5-10% de los cánceres de mama son metastásicos al 
diagnóstico; de estos, sólo un 20% permanece viva a los 5 años. Dependiendo de factores 
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pronósticos, hasta un 30% de los tumores sin afectación axilar de inicio y hasta un 70% 
de los tumores con afectación axilar inicial recaerán en el futuro(36).  
 
1.4.1!DIAGNÓSTICO, PATOLOGÍA Y BIOLOGIA MOLECULAR 
El diagnóstico del cáncer de mama se basa en el examen clínico en combinación 
con las técnicas diagnósticas, y se confirma mediante las herramientas de anatomía 
patológica(37). El examen clínico incluye la palpación de la mama y las cadenas linfáticas 
loco-regionales, el estudio de extensión de la enfermedad a distancia (hueso, pulmón, 
hígado, sistema nervioso). Las técnicas de imagen deben incluir una mamografía bilateral 
y ecografía de la mama y los ganglios regionales. La realización de estudio mediante 
resonancia magnética no se recomienda de manera rutinaria(38), pero debe considerarse 
en casos de historia familiar asociada a mutación en genes BRCA, implantes mamarios, 
tumores lobulillares, previo al inicio de tratamiento neoadyuvante o cuando las técnicas 
convencionales no son concluyentes como en afectación ganglionar axilar con tumor 
primario oculto, sospecha de multifocalidad/multicentricidad (en particular en subtipos 
lobulillares) o para la evaluación de la respuesta al tratamiento sistémico primario  
Numerosas nuevas técnicas de imagen han sido evaluadas para el diagnóstico 
del cáncer de mama, como la mamografía en 3D (tomosíntesis), la ecografía en 3D, 
elastografía, etc. Ninguna de ellas se usan en este momento de manera rutinaria, pero han 
demostrado datos prometedores pudiendo incrementar la precisión diagnóstica, 
especialmente en mujeres con mamas densas(39). 
Aparte de las técnicas de imagen, la evaluación previa al inicio del tratamiento 
debe incluir el examen patológico del tumor primario y citológico/histopatológico de los 
ganglios axilares en el caso de sospecha de afectación. Otras evaluaciones a realizar son 
una historia médica completa, historia familiar que incluya antecedentes de cáncer de 
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mama y/o ovario u otros tipos de cáncer, examen analítico completo que incluya función 
hepática y renal, fosfatasa alcalina y calcio. Evaluar el estado menopáusico es 
fundamental, y en caso de duda se determinarán los valores de estradiol y de hormona 
estimuladora de folículos (FSH)(40). 
El estudio patológico se realizará basándose en una biopsia con aguja gruesa 
obtenida de manera manual, o preferiblemente, guiada por ultrasonidos o estereotaxia. La 
biopsia con aguja gruesa (o en su defecto si es imposible, una punción con aguja fina) 
debe de obtenerse previa al inicio de cualquier tipo de tratamiento. Si se planea un 
tratamiento sistémico inicial con intención neoadyuvante, la biopsia con aguja gruesa es 
mandatoria, para realizar un estudio histológico que confirme la invasión y estudio de 
biomarcadores. Además, se deberá realizar una localización del tumor (clip u otros 
materiales) para facilitar la evaluación de la respuesta al tratamiento así como la resección 
posterior correcta. Como mínimo, se deberá realizar una punción con aguja fina guiada 
por ecografía o biopsia de los ganglios sospechosos de afectación. En pacientes sin 
afectación ganglionar clínica o radiológica de la axila, el mejor momento para el estudio 
del ganglio centinela, antes o después del tratamiento sistémico, aún es controvertido.   
El diagnóstico anatomopatológico final debe de realizarse de acuerdo a la 
clasificación de la Organización Mundial de la Salud y estadiaje según el sistema TNM 
analizando toda la pieza quirúrgica(41).  
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TX No se puede evaluar el tumor primario. 
T0 No existe prueba de tumor primario. 
Tis Carcinoma in situ. 
Tis(DIS)) CDIS. 
Tis (CLIS) CLIS. 
Tis (Paget) Enfermedad de Paget del pezón que NO está relacionada con el carcinoma 
invasor o carcinoma in situ (CDIS o CLIS) en el parénquima mamario 
subyacente. Los carcinomas del parénquima mamario relacionados con la 
enfermedad de Paget se clasifican sobre la base del tamaño y las características 
de la enfermedad parénquima, aunque la presencia de la enfermedad de Paget 
aún se debería señalar. 
T1 El tumor mide ≤20 mm en su mayor dimensión. 
T1mi El tumor mide ≤1 mm en su mayor dimensión. 
T1a El tumor mide >1 mm pero ≤5 mm en su mayor dimensión. 
T1b El tumor mide >5 mm pero ≤10 mm en su mayor dimensión. 
T1c El tumor mide >10 mm pero ≤20 mm en su mayor dimensión. 
T2 El tumor mide >20 mm pero ≤50 mm en su mayor dimensión. 
T3 El tumor mide >50 mm en su mayor dimensión. 
T4 El tumor mide cualquier tamaño con extensión directa a la pared pectoral o a la 
piel (ulceración o nódulos cutáneos). La invasión de la dermis no equivale a T4. 
T4a Extensión a la pared torácica que no solo incluye adherencia o invasión a los 
músculos pectorales. 
T4b Ulceración o nódulos satélites ipsilaterales o edema (incluyendo la piel de 
naranja) la cual no satisface el criterio de carcinoma inflamatorio. 
T4c Ambos, T4a y T4b. 
T4d Carcinoma inflamatorio. 
pNX No se pueden evaluar los ganglios linfáticos regionales (p.ej., extirpación previa 
o no se extirpó para un estudio patológico). 
pN0 No se identificó metástasis en ganglios linfáticos regionales por medios 
histológicos. 
pN0(i–) Histológicamente, no hay metástasis regional a ganglio linfático regional, IHC 
negativo. 
pN0(i+) Células malignas en ganglio(s) linfático(s) regionales(s) ≤0.2 mm (detectado 
mediante H&E o IHC, incluyendo la ITC). 
Nota: los ITC se definen como pequeños grumos de células ≤0.2 mm, o células 
de un solo tumor o una aglomeración de <200 células en una sección histológica 
cruzada única. Las ITC podrían localizarse mediante una histología rutinaria o 
mediante métodos IHC. Los nódulos que solo contienen ITC se excluyen del 
recuento total de nódulos positivos para el proceso de clasificación N, pero se 
deben incluir en el número total de nódulos evaluados. 
pN0(mol–) Histológicamente no hay metástasis a ganglio linfático regional, hallazgos 
moleculares negativo (RT-PCR). 
pN0(mol+) Hallazgos moleculares positivos (RT-PCR), pero no se localizó metástasis a 
ganglio linfático regional alguno mediante histología o IHC. 
pN1 Micrometástasis. 
Metástasis en 1–3 ganglios linfáticos axilares. 
Metástasis en ganglios mamarios internos con detección de metástasis localizada 
mediante biopsia de ganglio linfático centinela pero sin detección clínica 
pN1mi Micrometástasis (>0,2 mm o >200 células pero ninguna >2,0 mm). 
pN1a Metástasis en 1–3 ganglios linfáticos axilares, al menos una metástasis >2,0 mm. 
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pN1b Metástasis en ganglios mamarios internos con micrometástasis o 
macrometástasis detectada mediante biopsia de ganglio linfático centinela pero 
sin detección clínica.c 
pN1c Metástasis en 1–3 ganglios linfáticos axilares y ganglios linfáticos mamarios 
internos con micrometástasis o macrometástasis localizado mediante biopsia de 
ganglio linfático pero sin detección clínica. 
pN2 Metástasis in 4–9 ganglios linfáticos axilares. 
Metástasis en ganglios linfáticos mamarios internos detectadas clínicamente en 
ausencia de metástasis a ganglio linfático axilar. 
pN2a Metástasis en 4–9 ganglios linfáticos axilares (al menos un depósito tumoral >2 
mm). 
pN2b Metástasis en ganglios linfáticos mamarios internos detectados clínicamente 
ausencia de metástasis a ganglio linfático axilar. 
pN3 Metástasis en ≥10 ganglios linfáticos axilares. 
Metástasis en ganglios linfáticos infraclaviculares (grado III axilar). 
Metástasis en ganglios linfáticos mamarios internos ipsilaterales detectados 
clínicamente en presencia de ≥1 ganglios linfáticos axilares positivos de grado I 
o II. 
Metástasis en >3 ganglios linfáticos axilares y ganglios linfáticos internos 
mamarios con micrometástasis o macrometástasis localizada mediante biopsia 
de ganglio linfático centinela pero sin detección clínica. 
Metástasis en ganglios linfáticos ipsilaterales supraclaviculares. 
pN3a Metástasis en ≥10 ganglios linfáticos axilares (por lo menos un depósito tumoral 
>2,0 mm). 
Metástasis a los ganglios infraclaviculares (ganglio axilar de grado III). 
pN3b Metástasis en >3 ganglios linfáticos axilares y ganglios mamarios internos 
detectados clínicamente en presencia de metástasis a ganglio linfático axilar de 
≥1 ganglio linfático axilar positivo; 
Metástasis en >3 ganglios linfáticos axilares y ganglios linfáticos internos 
mamarios con micrometástasis o macrometástasis localizada mediante biopsia 
de ganglio linfático centinela pero sin detección clínica. 
pN3c Metástasis en ganglios linfáticos ipsilaterales supraclaviculares. 
 Postratamiento ypN 
- Postratamiento yp "N" se deberían evaluar como métodos clínicos (pretratamiento) "N" arriba. 
El modificador "sn" solo se usa si una evaluación de un ganglio linfático fue llevada a cabo luego 
del tratamiento. Se asume que la evaluación del ganglio axilar fue mediante DGA. 
- Se usará la clasificación X (ypNX) si no se llevó a cabo el postratamiento yp SN o DGA. 
- N las categorías son las mismas que se usan para la pN. 
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Estadio T N M 
0 Tis N0 M0 
IA T1 N0 M0 
IB T0 N1mi M0 T1 N1mi M0 
IIA 
T0 N1 M0 
T1 N1 M0 
T2 N0 M0 
IIB T2 N1 M0 T3 N0 M0 
IIIA 
T0 N2 M0 
T1 N2 M0 
T2 N2 M0 
T3 N1 M0 
T3 N2 M0 
IIIB 
T4 N0 M0 
T4 N1 M0 
T4 N2 M0 
IIIC Cualquier T N3 M0 
IV Cualquier T Cualquier N M1 
 
El informe anatomopatológico debe incluir el tipo histológico, el grado de 
diferenciación, evaluación inmunohistoquímica (IHQ) de estado del receptor estrogénico 
usando metodología estándar (p.e. "Allred" o "H-score"), y para tumores invasivos, la 
evaluación IHQ del receptor de progesterona y la expresión de HER2. El estado de 
amplificación de HER2 se debe determinar directamente en todo los tumores usando la 
técnica de hibridación in situ (fluorescente o cromogénica o "silver in situ hybridisation") 
remplazando a la IHQ o para tumores con un estudio por IHQ ambiguo (2+). Los 
marcadores de proliferación, como Ki67, aportan información adicional relevante 
particularmente si la metodología puede estandarizarse(42). 
Los parámetros clínicos (edad, estadio tumoral, expresión de receptor 
estrogénico y el grado histológico) han sido integrados dentro de sistemas de puntuación 
("score systems") que permiten relativamente obtener una estimación de la probabilidad 
de recaída y muerte por cáncer de mama. Por ejemplo, "Nottingham Prognostic Index" 
(NPI), Adjuvant! Online (www. adjuvantonline.com) o PREDICT score. 
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Los perfiles de expresión génica (ver tabla 5) como MammaPrint® (Agendia, 
Ámsterdam, Holanda) o Oncotype DX® Recurrence Score (Genomic Health, Redwood 
City, USA)(43) se pueden usar para obtener información adicional de tipo pronóstico y/o 
predictiva para complementar el estudio anatomopatológico y predecir respuesta al 
tratamiento adyuvante. Esta opción es particularmente útil en pacientes con cáncer de 
mama RE positivo.  
Tabla 5. Características de los perfiles génicos con valor pronósticos más utilizados. 
 Año desarrollo 
Numero 
pacientes 
Genes 
analizados 
Genes 
utilizados 
Método 
análisis 
Grupos 
riesgo 
Mammaprint 2002 78 25000 70 Microarray 2 
Oncotype DX 2004 447 250 21 RT-PCR 3 
BCI 2004 60 22000 11 RT-PCR 3 
GGI 2006 64 22000 97 Microarray 2 
PAM 50 ROR 2009 189 1906 50 RT-PCR 3 
Endopredict 2011 964 22000 12 RT-PCR 2 
Curebest95GC 2011 549 22000 95 Microarray 2 
 
El receptor de estrógenos/progesterona y HER2 son actualmente los únicos 
factores predictivos validados, permitiendo la selección de pacientes para tratamiento 
endocrino y terapias antiHER2 respectivamente. La alta expresión del receptor 
estrogénico está habitualmente asociada a un beneficio absoluto menor al tratamiento con 
quimioterapia.  
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1.4.2!GENERALIDADES DEL TRATAMIENTO DEL CÁNCER DE 
MAMA CON AFECTACIÓN LOCAL/LOCORREGIONAL 
La elección de la estrategia de tratamiento del cáncer de mama precoz 
(afectación local o loco-regional) se basa en características propias del tumor (tamaño, 
localización, número de lesiones, afectación o no ganglionar) y en características 
biológicas (biomarcadores, expresión genética) así como en la edad y estado de salud 
general de las pacientes. La decisión terapéutica tiene que ser consensuada. Se deberá de 
explorar la posibilidad de cáncer hereditario y, en el caso de ser necesario, discutir las 
distintas maniobras profilácticas tras un apropiado consejo genético. En mujeres jóvenes 
premenopáusicas, se debe aconsejar sobre técnicas de preservación de fertilidad antes del 
inicio del tratamiento.  
- TRATAMIENTO LOCO-REGIONAL: numerosos estudios randomizados han 
demostrado que la realización de mastectomía más linfadenectomía(44) axilar es 
equivalente al tratamiento conservador del cáncer de mama como tumorectomía más 
disección axilar e irradiación total de la mama para la mayoría de mujeres con cáncer de 
mama precoz(40). La irradiación total de la mama reduce el riesgo de recaída local en 
prácticamente dos tercios y además presenta un efecto beneficioso en términos de 
supervivencia.  
- TRATAMIENTO SISTÉMICO ADYUVANTE: la decisión del tratamiento 
sistémico adyuvante se basa en la predicción de la sensibilidad a un tratamiento particular, 
el beneficio de su uso y del riesgo individual de recaída. Las más recientes publicaciones 
del grupo "Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG) Overview"(45) 
estima que el beneficio relativo del tratamiento con quimioterapia es similar en todos los 
subgrupos de cáncer de mama independientemente de la edad, del grado histopatológico 
y del estado del receptor estrogénico.  
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Estos resultados parecen ser contradictorios con otros resultados de estudios 
individuales, tanto adyuvantes como neoadyuvantes, así como con el avance del 
conocimiento de la biología del cáncer de mama. Incluso siendo el beneficio relativo 
similar, el beneficio absoluto derivado del tratamiento adyuvante sistémico varía 
substancialmente con el riesgo individual de cada paciente determinado por la biología y 
carga tumoral propia de cada individuo (por ejemplo, el beneficio absoluto del 
tratamiento con quimioterapia para un tumor pequeño con alta expresión de receptor 
estrogénico es extremadamente pequeño y necesita ser balanceado con los efectos 
secundarios que produce).  
Acorde a las Guías de St Gallen de 2013(46), la decisión del tratamiento 
adyuvante sistémico del cáncer de mama se debe basar en fenotipo intrínseco (ver 
apartado 1.3) determinado por el estado del receptor estrogénico/progesterona, el estado 
del HER2 y la determinación de la proliferación Ki67, ayudándose en determinados casos 
de las nuevas plataformas genéticas existentes (como MammaPrint® u Oncotype DX®) 
para tumores hormonodependientes con dudosas indicaciones para tratamiento con 
quimioterapia.  
A modo de breve resumen, la tabla 6 considera las principales estrategias 
adyuvantes sistémicas del cáncer de mama precoz. 
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Tabla 6. Recomendaciones de tratamiento sistémico del cáncer de mama precoz según 
subtipos. 
 
Subtipo Tratamiento Comentarios 
Luminal A Hormonoterapia (HT) mayoría de los casos 
Considerar quimioterapia (QT): 
- alta carga tumoral (>T3 o N+) 
Luminal B-HER2 neg HT + QT mayoría de los casos  
Luminal B-HER2 pos QT + antiHER2 + HT todos los casos 
Si existe contraindicación para 
QT, considerar HT + antiHER2, 
aunque no existen estudios 
randomizados. 
HER2 enriquecido QT + antiHER2  
Triple Negativo QT  
  
 
1.5! ALTERACIONES GENÉTICAS DEL CÁNCER 
 
Si una célula anormal es capaz de generar un tumor, las anormalidades presentes 
en esta célula deben de ser transmitidas, por tanto, a su progenie celular. La alteración 
tiene que ser heredable. Uno de los principales problemas del cáncer es describir como 
una alteración aberrante heredable se debe a un cambio genético, es decir, a una alteración 
en la secuencia del ADN celular o a un cambio epigenético (cambios persistentes en la 
expresión genética que no se debe a un cambio en la secuencia del ADN). Las células de 
múltiples cánceres han mostrado tener una o más alteraciones genéticas que las distinguen 
de las células normales circundantes al tumor, como es el ejemplo en la Leucemia 
Mieloide Crónica. Sin embargo, una única mutación no es suficiente para desarrollar un 
cáncer(47).  
Los genes "críticos" relacionados con cáncer se pueden agrupar en dos clases 
fundamentales, acorde a si el tumor deriva de una activación del producto del gen o de 
una pérdida de producto(48). Los genes del primer grupo, en los cuales la mutación deriva 
en la ganancia de función que contribuye a la formación de células tumorales, se 
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denominan proto-oncogenes; su mutación, hiperactiva o sobreexpresan formas llamadas 
oncogenes. Los del segundo grupo, en los que la mutación deriva en una pérdida de 
función que puede contribuir al desarrollo de cáncer, se denominan genes supresores de 
tumores. Existe una tercera clase, con efecto más indirecto, y son aquellos en los que la 
mutación resulta en una inestabilidad genómica.  
Mutaciones tanto en oncogenes como en genes supresores presentan el mismo 
efecto en la proliferación y supervivencia celular, promoviendo el desarrollo de cáncer. 
Esta visión de las células tumorales, oncogenes y genes supresores - y la mutación que 
las afecta-, son al final caras de una misma moneda. Las técnicas que identifican estos 
genes, sin embargo, difieren dependiendo si estos genes están hiperactivados o 
infraactivados en cáncer. 
La mutación de una copia simple de un proto-oncogén que hace que se convierta 
un oncogén en dominante puede realizarse de muchas maneras: 
1)! Un pequeño cambio en la secuencia del ADN como una mutación 
puntual o una deleción puede producir una hiperactivación proteica cuando ocurre 
dentro de la secuencia de codificación de ésta. 
2)! Amplificación genética, como aquellas que se producen por error 
en la replicación del ADN,  y que se traducen en copias extras del gen; esta 
alteración puede llevar a una sobreexpresión proteica. 
3)! Reordenamiento cromosómico, produciendo un cambio en las 
regiones codificantes de proteínas, que resultan en la hiperactivación de una 
proteína de fusión o en la modificación de regiones de control de genes y como 
consecuencia en la hiperproducción de una proteína anormal. 
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Figura 4. Alteraciones genéticas del cáncer. 
 
 
 
La secuenciación del genoma humano ha abierto una nueva era de 
descubrimiento sistemático de genes críticos en cáncer. Actualmente es posible, en 
principio, examinar cada uno de los aproximadamente 25.000 genes humanos en una línea 
celular de cáncer, o en tejidos procedentes de casos de cáncer humano, explorando 
alteraciones potencialmente significativas, tanto mediante análisis de ADN o ARNm. O 
bien analizar diferentes tumores buscando alteraciones comunes. 
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1.6! ATLAS DE SECUENCIACION DE CÁNCER DE 
MAMA: PRINCIPALES ALTERACIONES GENÉTICAS  
 
El Atlas del Genoma del Cáncer ha utilizado las últimas tecnologías de 
secuenciación genética y análisis de variaciones somáticas en cientos de tumores. La 
media de mutaciones varía de manera importante entre los distintos tipos tumorales, 
presentando la mayoría entre 2 y 6 genes mutados como más frecuentes, indicando que 
el número de mutaciones conductoras o "drivers" requeridas durante la oncogénesis es 
relativamente pequeña. Las mutaciones relacionadas con la maquinaria transcripcional 
muestran una especificidad por determinados tejidos, mientras que las alteraciones en las 
histonas celulares son muy comunes en todos los tipos tumorales. La asociación de estas 
mutaciones con variables clínicas ha identificado genes relacionados significativamente 
con la supervivencia, y la investigación de mutaciones en clones y sobclones celulares 
han permitido establecer un patrón temporal en la carcinogénesis. Tomadas en conjunto, 
estás alteraciones  permitirán en un futuro establecer nuevas herramientas diagnósticas y 
terapéuticas para el cáncer. Entre los años 2012 y 2013 se han publicado al menos siete 
artículos que describen las principales alteraciones genéticas del cáncer de mama con 
análisis de última generación (ver tabla 7). De la lectura de estos trabajos podemos 
concluir lo siguiente: 
- La mayoría de estos estudios están realizados sobre tejido tumoral primario de 
cáncer de mama, sin tener en cuenta su correlación o persistencia en tejido metastásico(49). 
- Las mutaciones somáticas de solo tres genes (TP53, PIK3CA y GATA3)  
ocurren con una incidencia > 10% en todos los subtipos de cáncer de mama(49,50). 
- Las alteraciones de la vía de Retinoblastoma, como amplificaciones de la 
Ciclina D1, se presentan en un alto porcentaje (29-58%) de los tumores 
hormonopositivos(49).  
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- Fenotipos diferentes dentro del cáncer de mama hormonopositivo están 
asociados con mutaciones somáticas de vías celulares relacionadas con el crecimiento 
tumoral, pero las mutaciones recurrentes son infrecuentes(51,52).  
- El cáncer de mama triple negativo presenta un patrón mutacional recurrente 
solo en un bajo número de casos, apareciendo como mutaciones  somáticas dominantes 
TP53, PIK3CA y PTEN. Siendo, por lo tanto, el resto de mutaciones encontradas 
imposibles de catalogarse como fundadoras del clon tumoral, dada su baja frecuencia(53). 
- A pesar de que en un alto número de tumores se encuentran mutaciones 
relacionadas con pronóstico o predicción de eficacia a un tratamiento (por ejemplo 
mutaciones de EGFR en glioblastomas, mutación en KRAS en cáncer de colon o TP53 en 
carcinoma escamoso de cabeza y cuello) en cáncer de mama de las cinco mutaciones más 
frecuente encontradas (CDH1, GATA3, MAP3K1, PIK3CA y TP53) ninguna de ellas 
hasta el momento ha sido capaz de mostrar un significado pronóstico o predictivo(54).
  63 
Tabla 7. Alteraciones genómicas, clínicas y proteicas según subtipo de cáncer de mama (tomada Nature 490, 61-70). 
Subtipo Luminal A Luminal B Basal-like Her2E 
ER+/HER2- (%) 87 82 10 20 
HER2+ (%) 7 15 2 68 
TNBCs(%) 2 1 80 9 
Vía TP53 Mut TP53 (12%); ganancia 
MDM2 (14%) 
Mut TP53 (32%); ganancia 
MDM2 (31%) 
Mut TP53 (84%); ganancia 
MDM2 (14%) 
Mut TP53 (75%); ganancia 
MDM2 (30%) 
Vía PIK3CA/PTEN Mut PIK3CA (49%); 
pérdida/mut PTEN (13%); 
pérdida INPP4B (9%) 
Mut PIK3CA (32%); 
pérdida/mut PTEN (24%); 
pérdida INPP4B (16%) 
Mut PIK3CA (7%); 
pérdida/mut PTEN (35%); 
pérdida INPP4B (30%) 
Mut PIK3CA (42%); 
pérdida/mut PTEN (19%); 
pérdida INPP4B (30%) 
Vía RB1 Amp Ciclina D1 (29%); 
ganancia CDK4 (14%); baja 
expresión de  CDKN2C; alta 
expresión de RB1 
Amp Ciclina D1 (58%); 
ganancia CDK4 (25%) 
Pérdida/mut RB1  (20%); 
amp ciclina E1  (9%); alta 
expresión  de CDKN2A; 
baja expresión de RB1 
Amp Ciclina D1 (38%); 
ganancia CDK4 (24%) 
Expresión mRNA Alta de RE; baja 
proliferación 
Baja de RE; alta proliferación Señales Basales; alta 
proliferación 
Amp HER2; alta proliferación 
Número de Copias  Mayoría diploidia; 1q, 8q, 
ganancia 8p11; 8p, pérdida 
16q; amp 11q13.3  (24%) 
Mayoría aneuploidia;  1q, 8q, 
ganancia 8p11; 8p, pérdida 
16q; amp 11q13.3  (51%); 
Mayoría aneuploidia; alta 
inestabilidad genómica; 1q, 
ganancia 10p; 8p, pérdida 
5q; ganancia focal MYC 
(40%) 
Mayoría aneuploidia; alta 
inestabilidad genómica1q, 
ganancia 8q; pérdida 8p; amp 
focal17q12 ERRB2 (71%) 
Mutaciones DNA PIK3CA (49%); (12%); 
GATA3 (14%); MAP3K1 
(14% 
TP53 (32%); PIK3CA (32%); 
MAP3K1 (5%) 
 
TP53 (84%); PIK3CA (7%) 
 
TP53 (75%); PIK3CA (42%); 
PIK3R1 (8%) 
 
Metilación DNA -- Subtipo hipermetilado Hipometilado -- 
Expresión proteica Alta estrogénica Baja estrogénica Alta expresión proteínas de 
reparación DNA 
Alta expresión de proteínas 
fosforiladas de EGFR y HER2 
Porcentaje basado en 466 tumores. Amp, amplificación; mut, mutación 
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1.7!CÁNCER DE MAMA HORMONOPOSITIVO: 
JUSTIFICACIÓN  DE COMPARACIÓN ANORAMALIDADES 
GENÉTICAS ENTRE TUMOR PRIMARIO Y METÁSTASIS 
 
Actualmente no se han identificado qué anomalías fisiopatogénicas últimas están 
implicadas en la generación de metástasis a distancia, si estas anormalidades están ya 
presentes en el tumor primario o si se adquieren mediante selección ambiental en los 
clones que metastatizan. Los esfuerzos realizados por las Sociedades Internacionales 
mediante estudios de secuenciación genética masiva de nueva generación (NGS, "next-
generation sequencing") han puesto de manifiesto asociaciones pronósticas entre 
mutaciones genéticas y la supervivencia de los pacientes en varios tipos de neoplasias 
como se describe en el apartado previo(54). De la misma manera, se ha descubierto la 
existencia de asociaciones entre las alteraciones del ADN y la sensibilidad a los fármacos 
en otros tumores como melanomas, cáncer de pulmón o cáncer de colon(55-59). Por 
desgracia, en el cáncer de mama hormonopositivo aún no se han establecido estas 
relaciones. 
Actualmente, en cáncer de mama tenemos 3 factores predictivos fundamentales 
que se usan rutinariamente en el manejo clínico y terapéutico de las pacientes: expresión 
de receptores hormonales, expresión de HER-2, y estadio tumoral TNM (tamaño tumoral, 
afectación ganglionar, metástasis a distancia). La presencia de un factor u otro confiere 
sensibilidad a una terapia específica(60) (presencia de receptor de estrógenos para decidir 
bloqueo hormonal, presencia de HER-2 para decidir tratamiento con trastuzumab, 
presencia de afectación axilar para decidir tratamiento con quimioterapia). A pesar de ser 
los factores más exactos que tenemos hoy, hasta en un 40% de los casos, el "factor 
predictivo" falla a la hora de predecir esta sensibilidad(29,61,62). 
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En este momento, contamos con una gran cantidad de terapias dirigidas 
prometedoras, y dos problemas fundamentales: 
1) la falta de exactitud de los factores predictivos. 
2) la ausencia de factores pronósticos exactos que nos permitan seleccionar de 
antemano los pacientes que no necesitarían tratamiento adyuvante con quimioterapia o 
radioterapia por estar "curados" ya con la cirugía. 
Dentro del cáncer de mama hormonopositivo los siguientes puntos son claves 
para el desarrollo de esta tesis:  
- Primero, aparte de los genes TP53, PIK3CA y PTEN, la mayoría de los genes 
mutados en cáncer de mama aparecen en <10% de los casos(51,54,63).  
- Segundo, no se ha identificado ninguna asociación clara entre estas  mutaciones 
y los efectos clínicos (las asociaciones con mutaciones de PIK3CA y TP53 son de baja 
magnitud o están agregadas en tumores triples negativos, o su relación es 
controvertida)(64-66).  
- En tercer lugar, incluso si aquellos casos que van a sufrir recaída son 
genéticamente distintos que otros, existen discrepancias en lo que se refiere a la 
estabilidad de las características genéticas/fenotípicas sobre la recaída del cáncer de 
mama. Se ha detectado que los marcadores inmunohistoquímicos presentan discordancias 
entre los tumores primarios y los tumores metastásicos(67-72). Sin embargo,  los estudios 
de expresión genética apoyan una conservación de aquello que en última instancia 
conduce al pronóstico y a la respuesta del tratamiento: los perfiles de los subtipos 
intrínsecos(73-75).  
Sería importante determinar, por tanto, si alguno de los genes frecuentemente 
mutados u otros son los conductores o "drivers" responsables de la aparición de 
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metástasis; si la adquisición del fenotipo metastásico podría ser el resultado de una 
expansión de frecuencia de alelo menor (MAF, "minor-allele frequency") de algunos 
genes mutados (siendo indetectables al comparar los diferentes casos primarios, y por 
tanto necesario comparar los casos primarios con las metástasis); o sencillamente que no 
existan dichas alteraciones genéticas en la mayoría de los casos de cáncer de mama 
diagnosticados de manera precoz.  
Un  reciente estudio en metagenómica  sostiene que la mayor parte de la historia 
de la vida de un cáncer de mama ya ha sucedido en el momento del diagnóstico(76). Unido 
al hecho de que el CMRHP  presenta una tasa media de mutaciones inferior a 10 por 
megabase(54,77), todo ello haría que fuera más probable la preservación de las mutaciones 
conductoras (y por tanto, el fenotipo) que la “marcha atrás” hacia un código genético 
nativo, a pesar de la administración de citotóxicos y la inestabilidad genómica tumoral.  
Para abordar esta cuestión es necesario comparar metástasis con su homólogo 
primario de manera pareada; si la información genética de las metástasis está contenida 
en la muestra del tumor primario, esto proporcionaría implicaciones para la selección de 
terapias diana. Asimismo, la comparación entre tumores primarios y metástasis puede 
permitir la detección de variantes que conducirían a las metástasis hacia un órgano u otro. 
La combinación de marcadores pronósticos convencionales y nuevos 
marcadores genéticos podría ayudar a la identificación de subgrupos de pacientes con un 
comportamiento clínico diferente al esperado según los rasgos morfológicos 
tradicionales. La identificación de nuevos marcadores, además, ha de ser reproducible en 
la medición, y tener criterios cuantitativos claros, simples, baratos y robustos.  
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1.8! CONSIDERACIONES TÉCNICAS GENERALES DEL 
ESTUDIO 
1.8.1!SECUENCIACIÓN GENÉTICA DE ÚLTIMA GENERACIÓN (NGS). 
El desarrollo en los últimos años de las denominadas tecnologías de 
secuenciación masiva permite actualmente obtener millones de secuencias de ADN a una 
velocidad sin precedentes y a un coste cada vez más reducido(78). Estas tecnologías están 
permitiendo la consecución de logros científicos trascendentales, con la identificación de 
nuevos genes y la resolución de las bases genéticas de cáncer. Aunque la tecnología 
convencional de secuenciación ideada por Sanger(79) proporciona la resolución definitiva 
para detectar variantes genéticas de pequeño tamaño, tiene la limitación de solo poder 
realizar 96 o 384 reacciones en paralelo. Esto propicia que la ejecución de experimentos 
de secuenciación basados en esta técnica se prolongue mucho tiempo y que el precio por 
base secuenciada sea elevado.  
La secuenciación de nueva generación (next generation sequencing [NGS]), 
también conocida como secuenciación masiva paralela, del inglés massive parallel 
sequencing (MPS)(80), se distingue por su capacidad de secuenciar millones de fragmentos 
de ADN de forma paralela.  Además la secuenciación masiva tiene el potencial de detectar 
todos los tipos de variación genómica en un único experimento, incluyendo variantes de 
nucleótido único o mutaciones puntuales, pequeñas inserciones y deleciones, y también 
variantes estructurales tanto equilibradas (inversiones y translocaciones) como 
desequilibradas (deleciones o duplicaciones).  
El esquema principal de trabajo es conceptualmente similar para todos ellos (ver 
figura 5)(81). El ADN se fragmenta y mediante ligación se le añaden secuencias 
adaptadoras a los extremos. Los fragmentos de ADN a continuación se amplifican 
clonalmente y se agrupan juntos (clustering) para ser utilizados como entidades a 
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secuenciar. La secuenciación se realiza entonces alternando ciclos de terminación 
reversible cíclica (cyclic reversible termination -CRT-) y de toma de imágenes 
(imaging)(81,82). La reacción CRT utiliza terminadores reversibles para incorporar 
nucleótidos marcados fluorescentemente que a continuación son «fotografiados» en la 
toma de imágenes y posteriormente son procesados. Las secuencias cortas producidas por 
el instrumento a partir de los extremos del ADN con los adaptadores se denominan 
lecturas o “reads”.  Un aspecto importante en la NGS es el número de veces que cada 
base del genoma está presente en las lecturas de secuenciación. Este valor se denomina 
profundidad de cobertura (depth of coverage, o simplemente, coverage) y es uno de los 
factores determinantes para evaluar la fiabilidad del nucleótido asignado a esa posición 
del genoma. La cobertura, por tanto, es el número promedio de secuencias que 
representan a un determinado nucleótido en la secuencia total reconstruida. Puede ser 
calculada a partir del largo original del genoma (G), el número de secuencias (N) y el 
largo promedio de las secuencias (L) como: Cobertura = N x L/G.  
Ejemplo. Un genoma hipotético de 2000 bases, secuenciado con 24 secuencias 
de 350 bases de promedio de largo tiene una cobertura de: 24 x (350/2000) = 4,2 X. Este 
valor significa que el genoma fue secuenciado 4,2 veces. Cuanto mayor cobertura, menor 
posibilidades de errores en la secuencia final.  
 
Tecnología Illumina HiSeq: 
En esta tecnología, se utilizan nucleótido terminadores marcados con moléculas 
fluorescentes al igual que en la Secuenciación de Sanger. Además de la paralelización 
masiva (es decir, la capacidad de realizar millones de secuencias en cada ciclo), la 
diferencia con el método convencional es la posibilidad de eliminar la fluorescencia una 
vez obtenida la imagen, y desbloquear carbono 3’ de modo que pueda aceptar una nueva 
Introducción 
 
 69 
base para continuar la reacción de secuenciación, haciendo que la incorporación de un 
nucleótido terminador sea reversible(83). En este caso, las longitudes obtenidas son 
menores que los secuenciadores Roche 454(84)(en la actualidad hasta 150 bases), sin 
embargo la capacidad de realizar secuencias en paralelo es mucho mayor que en Roche 
454 (hasta 250 millones de secuencias). Como resultado es posible obtener hasta 6 x 1012 
bases de ADN en un solo ciclo. Para dimensionar este número, el genoma humano tiene 
aproximadamente 3 x 109 bases de ADN de largo.  
 
Figura 5.  Secuenciación masiva de nueva generación. 
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1.8.2!VARIACIÓN GENÉTICA. 
El componente genético del cáncer puede atribuirse a variaciones genéticas 
presentes o ausentes en individuos afectados de la población. La variación genética se 
encuentra secuenciando los genomas de diversos individuos de una población para 
detectar el alelo más frecuente y cualquier variante en ese locus específico. Los 
polimorfismos de nucleótidos únicos (SNPs)(85), la variante genética más común en su 
tipo, ocurren cuando más de un nucleótido está presente en una sola posición. Los SNPs 
no-sinónimos son los que están presentes en regiones codificadas que cambian la 
secuencia de la proteína, y los SNPs sinónimos son los que están presentes en exones que 
no alteran la secuencia de la proteína. Los SNPs presentes en regiones no trasladadas y 
en intrones también pueden afectar la función de la proteína alterando sitios de unión, 
afectando el enlace del factor de transcripción, cambiando los sitios del promotor, e 
influenciando la expresión de los genes. 
Las mutaciones son variantes poco comunes que ocurren en un locus de un solo 
par de bases con una frecuencia del alelo menor (MAF)(86) inferior al 1% (por definición, 
los SNPs ocurren en un porcentaje mayor del 1%). La frecuencia a la cual aparece una 
variante en la población es importante porque una enfermedad encontrada en una gran 
proporción de la población debería está asociada con una variante genética que también 
ocurre en gran parte de la población, una copia de respaldo funcional del gen original y 
ancestral(87). 
 
1.8.3!HIBRIDACIÓN GENÓMICA COMPARADA 
La hibridación genómica comparada o CGH (de sus siglas en inglés 
Comparative Genomic Hybridization) es una técnica citogenética mediante la cual es 
posible identificar y analizar alteraciones genéticas del tipo de ganancia o pérdida de 
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material genético en una muestra de ADN en comparación con una muestra de 
referencia(88). La finalidad de esta técnica es la comparación de ADN genómico de dos 
muestras en condiciones distintas (normalmente una es el control y otra el test), sin 
necesidad de pasar por un cultivo celular previo al análisis (ver figura 6). El CGH permite, 
por ejemplo, la exploración de los 46 cromosomas humanos en un solo ensayo 
experimental, para el estudio de posibles duplicaciones o deleciones, incluso a escala 
microscópica, lo que además permite la identificación de genes o regiones cromosómicas 
responsables de un fenotipo determinado. En consecuencia, en oncología el CGH tiene 
un amplio uso en estudios genéticos de variaciones en el número de copias del cáncer 
(CNVs)(89). Esto posibilita la realización de estudios retrospectivos en pacientes cuya 
evolución clínica se conoce. La descripción de regiones cromosómicas frecuentemente 
afectadas ha orientado estudios moleculares para la descripción de genes implicados en 
el desarrollo y progresión de tumores.  
Varios estudios  han relacionado el número de copias de datos de ADN (CGH), 
con perfiles de expresión génica(90-92), indicando una correlación significativa entre 
ambos parámetros. En las regiones de alto nivel de amplificación entre un 44 y 62% de 
los genes se encuentran sobre-expresados(91,92), en comparación con sólo el 12% de todos 
los genes. La relación en algunos casos puede ser menos evidente, probablemente debido 
a la complejidad de la regulación de los genes, incluyendo los circuitos de 
retroalimentación. Un ejemplo es que los cánceres de mama con amplificación de HER-
2/neu (17q21) casi siempre sobreexpresan el gen, lo que contrasta con sólo el 55% de los 
casos con una ganancia de ErbB1 (7p12)(92).  
Sin embargo, la aplicación de la CGH a la investigación del cáncer de mama no 
ha sido específicamente dirigida(93-98). Los datos procedentes de CGH-array podrían 
dilucidar el proceso de carcinogénesis en las células de mama y su posible impacto en la 
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aparición de metástasis. Serían útiles para el  diagnóstico, el manejo clínico así como el 
descubrimiento de genes en relación a los subtipos.  
 
Figura 6. Hibridación genómica comparada (tomado de Nature Education 1(1):76). 
 
 
Célula tumoral Célula normal 
Extracción y amplificación de ADN 
Hibridación en metafase 
Posición en el genoma R
ati
o 
Hipótesis y objetivos 
 
 73 
 
 
 
 
2! HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
  
Hipótesis y objetivos 
 
 74 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hipótesis y objetivos 
 
 75 
2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS 
2.1 HIPOTESIS 
El cáncer de mama hormonopositivo es muy heterogéneo en su curso clínico y 
sensibilidad o resistencia a terapias hormonales y agentes citotóxicos. Los grandes atlas 
de secuenciación recientemente publicados y las alteraciones en el número de copias de 
ADN tampoco parecen explicar las diferencias interindividuales del cáncer de mama 
hormonopositivo. Qué anomalías génicas explican la metástasis a distancia, bien estando 
presentes en el tumor primario desde el principio o bien si se adquieren mediante 
selección ambiental en los clones que metastatizan, no está actualmente dilucidado. 
La hipótesis de esta tesis es que el análisis en profundidad de las alteraciones 
genéticas mediante arrays de CGH y NGS ("next-generation sequencing") de los tumores 
primarios de mama y su comparación con las metástasis producidas por dichos tumores 
de manera "pareada", su validación posterior en series independientes y en estudios 
funcionales en modelos celulares proporcionaría valiosísima información a la hora de 
conocer el fenómeno metastásico y seleccionar las terapias más adecuadas en cáncer de 
mama.   
 
2.2 OBJETIVOS DEL ESTUDIO 
1. Obtención de un patrón de anormalidades genéticas presentes en los tumores 
primarios de mama hormonopositivo y en sus metástasis de manera pareada. 
2. Realización de un análisis diferencial entre los patrones de alteraciones 
genéticas entre las muestras primarias y sus recaídas. 
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3. Identificación de genes candidatos a ser los responsables de la aparición de 
las metástasis, y su momento de aparición temporal (desde el tumor primario o sólo en la 
recaída). 
4. Validación de los genes candidatos en serie independiente procedente de los 
datos del Atlas del Genoma del Cáncer de Mama. 
5. Estudio funcionales in vitro de los genes candidatos en modelos de líneas 
celulares hormonoresistentes. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
3.1 PACIENTES 
3.1.1 SELECCIÓN DE PACIENTES     
De la base de datos de 2948 pacientes procedentes del Hospital Universitario 12 
de Octubre con diagnóstico de cáncer de mama entre los años 1991 y 2009, se 
seleccionaron un grupo de 51 casos de cáncer de mama que durante el seguimiento 
presentaron recidiva y biopsia archivada de tejido metastásico. De ellas se excluyeron un 
total de 10 pacientes que presentaban sobreexpresión y/o amplificación de Her2 y un total 
de 15 pacientes sin expresión del receptor estrogénico (RE <1%). De las 26 pacientes 
restantes, se incluyeron para el estudio aquellos casos con resultado receptores 
hormonales positivos (CMRHP) con estadios similares en el momento del diagnóstico, 
con material de tejido disponible suficiente y adecuado de la recidiva metastásica y del 
tumor primario, siendo el resultado final de 14 casos.  
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3.1.2 VARIABLES DEMOGRÁFICAS        
Se realizó una revisión de las historias clínicas que se encuentran en el Archivo 
del Servicio de documentación del Hospital 12 de Octubre según las variables clínicas: 
- Edad al diagnóstico: calculada según la diferencia entre la fecha de nacimiento 
y fecha de diagnóstico 
- Fecha de diagnóstico: primera obtención de diagnóstico histológico de certeza 
bien mediante biopsia o mediante tejido tumoral de cirugía inicial. 
- Diagnóstico histológico: categorizado por carcinoma ductal, lobulillar u otros. 
- T: tamaño tumoral en milímetros según estadificación TNM AJCC 7ª Edición. 
- N: afectación ganglionar según estadificación TNM AJCC 7ª Edición. 
- Grado tumoral:  
 - grado 1 o bien diferenciado. 
 - grado 2 o moderadamente diferenciado. 
 - grado 3 o indiferenciado. 
- Invasión vascular: como presente o ausente. 
- Índice proliferativo: Ki67 expresado en porcentaje. 
- Fenotipo del tumor: expresión de receptor de estrógeno en >1% por técnica de 
inmunohistoquímica habitual; expresión de receptor de progesterona categorizado por  
positivo/negativo, HER2neu negativo mediante técnica habitual de inmonohistoquímica 
(0,1+ ó 2+) o según técnica de Fluorescencia por Hibridación In Situ (FISH) negativo. 
- Fecha de la cirugía de resección de tumor primario. 
- Quimioterapia adyuvante y tipo. 
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-  Hormonoterapia adyuvante y tipo. 
- Fecha de recaída de cáncer de mama. 
- Fecha de fallecimiento en el caso de existencia del evento. 
- Situación al final del seguimiento y fecha de último seguimiento. 
 
3.1.3 VARIABLES DE EVOLUCIÓN 
Todas las pacientes presentaron un seguimiento específico clínico según práctica 
habitual del Hospital Universitario 12 de Octubre para cáncer de mama. De manera 
habitual se realizó un seguimiento con exploración física cada 3-6 meses durante los dos 
primeros años, posteriormente cada 6 meses hasta completar cinco años de seguimiento, 
y posteriormente anual. Todas las pacientes realizaron seguimiento mamográfico anual 
según práctica habitual. Además, se realizaron las determinaciones analíticas y pruebas 
complementarias según criterio clínico.  
Se definieron las siguientes variables: 
- Supervivencia libre de recaída (SLR): definida como la diferencia en tiempo 
desde el diagnóstico hasta la aparición del primer evento relacionado con la enfermedad 
(se definió evento como la recaída loco-regional, recaída a distancia o segundo tumor 
primario de mama). 
- Supervivencia global (SG): definida como la diferencia en meses desde la fecha 
de diagnóstico y la fecha de exitus. 
- Seguimiento: definido como la diferencia en tiempo desde el diagnóstico hasta 
la fecha de último control clínico. 
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3.2 PRECESAMIENTO DE LOS TEJIDOS 
 
3.2.1 DETERMINACIONES ANATOMOPATOLÓGICAS 
Fueron determinadas de manera habitual por el Servicio de Anatomía Patológica 
del Hospital Universitario 12 de Octubre, siguiendo las técnicas y protocolos habituales 
diagnósticos del Centro. Dichas determinaciones fueron las usadas para la inclusión de 
las pacientes del estudio y la selección según las bases de datos existentes en el Centro. 
Una vez seleccionada las muestras, se remitieron los bloques de parafinas al 
Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas, CNIO, para la extracción del ADN. 
Se capturaron con láser y se macrodiseccionaron áreas con un contenido de 
tumor epitelial >90% procedentes de secciones de tejido fijado en parafina (FFPE).  
 
a) Extracción de ADN desde los tejidos embebidos en parafina: 
El ADN genómico fue extraído mediante columnas DNeasy de Qiagen® 
(http://www.qiagen.com). El sistema permite una lisis directa seguida de fijación 
selectiva de ADN a la membrana. Los contaminantes e inhibidores enzimáticos son 
removidos por centrifugación. Tras la lisis, el procedimiento tarda unos 20 minutos. La 
lisis se logra usando proteinasa K. Luego se ajusta el pH con amortiguadores para lograr 
máxima fijación de ADN a la membrana, durante una corta centrifugación. Los 
contaminantes restantes son removidos en dos lavados y el ADN es diluido en agua o 
amortiguador. El resultado es ADN listo para usar.   
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b) Valoración de la cantidad/calidad del ADN genómico extraído: 
Para comprobar la integridad y calidad del ADN se utilizó el dispositivo Qubit 
2.0 de LifeTechnologies® (http://www.lifetechnologies.com). El dispositivo provee 
reactivos concentrados para los ensayos, buffers de dilución y estándares de ADN 
prediluídos. El ensayo es altamente selectivo para ADNs de doble cadena y es preciso. El 
ensayo es ejecutado a temperatura ambiente y la señal es estable durante 3 horas. Los 
contaminantes comunes, nucleótidos libres, solventes, detergentes o proteínas son bien 
tolerados en el ensayo. 
 
3.2.2 SECUENCIACIÓN DE ADN, HIBRIDACIÓN GENÓMICA COMPARADA. 
Se diseñó un panel que cubría 106 genes que presentaban mutaciones en al 
menos el 1% de los canceres de mama receptores hormonales positivos 
(CMRHP)(51,54,63,76,99). El panel fue diseñado con tecnología SureSelect® (Agilent®) y 
secuenciado en un dispositivo Illumina HIseq 2000® (ver apartado 1.8.1), que permite 
utilizar muestras parafinadas y quedando la profundidad establecida en un mínimo 500X, 
a fin de permitir estudiar alteraciones en frecuencia de alelos menores (MAF) y sus 
cambios.  
También se estudiaron las alteraciones del número de copias (CNAs) presentes 
en las muestras tanto de tumores primarios como sus metástasis mediante Hibridación 
Genómica Comparada (CGH) utilizando la  tecnología Human Whole Genome 8x60K 
array-CGH (Agilent Technologies®), siguiendo el protocolo de etiquetado, con el 
objetivo de analizar específicamente las 101 regiones que codifican genes ganados o 
perdidos en al menos el 1% de los casos de cáncer de mama receptores hormonales 
positivos(51,54,63,76,99).  
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Con este diseño se cubría >99% de los tipos conocidos de alteración de genes 
conductores del cáncer de mama receptores hormonales positivos (ver anexo I).  
 
3.3 ANALÍSIS DE DATOS 
 
Se empleó software BWA 0.7.5(100) para alinear los archivos FASTQ (la mayoría 
de los resultados de secuenciadores se pueden obtener en un formato llamado fastq. La 
"q" se refiere a "quality" e implica que cada posición, además de tener una letra, tiene 
asociado un valor de calidad). 
Para la realineación de posiciones indel  (inserciones, deleciones o inserciones y 
deleciones de nucleótidos en el ADN, con una longitud menor a 1 Kb) y la recalibración 
de la puntuación de la calidad base se utilizó el software GATK v1.6(101). La generación 
de alineamiento métrico y el marcado de secuencia duplicada se llevaron a cabo con el 
recurso web Picard 1.107 (http://picard.sourceforge.net). Se requirieron cambios base 
para fracciones de alelos menores >1% con VarScan2(102), y para la identificación de los 
indels se empleó el software FreeBayes (v9.9.2-27) para fracciones de alelos "menores" 
>1%.  
La obtención de variaciones y su análisis de severidad funcional se realizó 
usando la herramienta PROVEAN a través de su servidor web(103). Este programa estima 
cuánto de severas son las variaciones genéticas en función del cambio final que sufre la 
proteína resultante y excluye aquellos cambios conocidos ya como polimorfismos de 
nucleótidos únicos (SNPs). Cuenta con dos herramientas de estimación: PROVEAN y 
SIFT. Aquellas variaciones genéticas seleccionadas para los estudios funcionales 
posteriores fueron las reconocidas de manera simultánea como deletéreas por  PROVEAN 
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(punto de corte =-2.5) y dañinas por SIFT (punto de corte=0.05). 
La extracción y visualización de datos de Microarray (pérdidas o ganancias) se 
realizó con el software Feature Extraction v10.7 y Agilent Genomic Workbench v5.0 
(Agilent Technologies). Para la detección de las regiones de número de copia alterada se 
empleó la estadística ADM-2 suministrada por DNA Analytics, con un número mínimo 
de 10 pruebas consecutivas. El proceso de segmentación se llevó a cabo mediante método 
de copia de ADN "Bioconductor DNAcopy"(104). Este programa tiene tres aplicaciones: 
"call", "regions" and "test". El paquete “call” sirve para interrogar a qué gen pertenece 
cada secuencia detectada, el paquete “regions” para determinar ganancias o pérdidas, y 
el paquete “test” para obtener el valor estadístico y evitar falsos positivos causados por 
el azar(105). 
Para la obtención de mapas de calor (“heat maps”) se empleó el método de 
agrupamiento promedio en distancias euclidianas computado sobre matrices binarias de 
datos (por ejemplo, variantes presente o no en una muestra).  
El pronóstico individual para cada gen según los datos procedentes del Atlas del 
Genoma del Cáncer se calculó con el método de Kaplan-Meier y el test Log-Rank. La 
significación estadística entre la incidencia de las alteraciones genéticas presentes en los 
casos vivos frente a fallecidos procedentes del TCGA se calculó mediante el Z-test, 
ajustado por múltiples comparaciones. La supervivencia global para los pacientes con o 
sin firma genética se calculó utilizando el método de Kaplan-Meier y el test Log-Rank. 
El cociente de riesgo de muerte (hazard ratio – HR-) atribuible a las firmas genéticas se 
calculó usando el modelo de Cox de riesgo proporcional. Todos los test se realizaron 
usando  el sistema de Sofware SPSS v 19.0. 
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3.4   EXPERIMENTOS IN VITRO 
 
3.4.1 LÍNEAS CELULARES 
En el presente estudio se utilizaron 11 líneas tumorales de epitelio mamario: 
KPL1, EVSAT, ZR75-1, CAMA1, HCC1428, HCC1500, MCF7, T47D, MDA-MB175-
VII, BT483 y MDA-MB-415.  Algunas de las líneas empleadas (ZR75-1, HCC1428 y 
T47D) se mantuvieron en medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) mientras que 
las restantes se mantuvieron en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium); en 
todos los casos el medio se suplementó con 10% suero fetal bovino (FBS). 
La adquisición de líneas celulares resistentes a privación estrogénica, se realizó 
in vitro en un modelo análogo a la adquisición de resistencia a inhibidores de aromatasa, 
según la descripción de Martin et al(106). El proceso consiste en el cultivo celular y paso 
semanal de las células en su medio (RPMI o DMEM) suplementado con 10% de suero 
tratado previamente con dextranos y carbón activo para eliminar los esteroides (DCC-
FBS). Las células sometidas a este proceso sufren un crecimiento de 3 fases:  
1º)!Fase de Privación de Estrógenos en Reposo o Quiescencia a Largo Plazo 
(LTED-Q). 
2º)!Fase de Hipersensibilización a los Estrógenos (LTED-H).  
3º)!Finalmente, Fase Aparente Independiente de Estrógeno (LTED-I).  
Este proceso puede tardar más de un año en completarse y la mayoría de las líneas 
celulares de cáncer de mama hormonopositivas son incapaces de completar las fases 
enteras, muriendo durante los primeros pasos o permaneciendo en la fase de reposo, sin 
pasar a la siguiente. Todas las líneas celulares con las que se ha trabajado fueron 
mantenidas y expandidas a 37ºC en un incubador con atmósfera húmeda (al 5% de CO2) 
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siguiendo los procedimientos y las prácticas estándar de cultivos celulares en condiciones 
de esterilidad. 
 
3.4.2 ENSAYOS DE VIABILIDAD 
La viabilidad celular tanto de las líneas parentales como de los cultivos LTED, 
se realizó con el kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este ensayo permite estimar la cantidad de 
células viables mediante una reacción luciferasa que mide la cantidad de ATP producido 
por las células vivas. Brevemente, consiste en cultivar 10.000 células por pocillo en una 
placa de 96 pocillos durante 5 días ya sea en presencia de medio suplementado con FBS 
o con FBS-DCC. Tras este tiempo, se incorpora la mezcla de reacción provista en el kit 
que realiza tres funciones: la lisis de la membrana celular para liberar el ATP, la 
inhibición de ATPasas endógenas y suministrar la luciferina, luciferasa y reactivos 
necesarios para medir el ATP a través de una reacción bioluminiscente. La cuantificación 
de luminiscencia se realizó utilizando el sistema EnVision 2104 Multilabel Reader 
(PerkinElmer). 
 
3.4.3 VECTORES DE EXPRESIÓN 
El vector de expresión para el gen EPHA7 nativo (“wildtype” o silvestre) se 
obtuvo usando la metodología procedente del sistema Harvard PlasmID Collection (Clon 
ID HsCD00416965 (http://plasmid.med.harvard.edu/PLASMID/GetCollectionList.do). 
La mutación puntual T666I encontrada en nuestra serie se introdujo en este vector de 
expresión utilizando el kit de mutagénesis proporcionado por Aligent QuitChange 
Lighting Site-Direct y siguiendo las instrucciones del fabricante 
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(http://www.genomics.agilent.com). Los plásmidos resultantes fueron transfectados 
transitoriamente con la tecnología Lipofectamine® 2000 (Invitrogen).  
A fin de obtener líneas celulares estables para el silenciamiento del gen EPHA7 
endógeno se utilizó el sistema de infección con el lentivirus pTRIPZ (Open Biosystems) 
que permite la expresión inducible en presencia de doxiciclina de un ARN silenciador 
(shRNAmir) dirigido contra la secuencia 5´TTTGACATGTCCCAATAAG del gen 
EPHA7. Brevemente, los lentivirus generados en la línea celular 293T se utilizaron para 
infectar las células de interés; para seleccionar únicamente las células infectadas se 
mantuvieron las mismas en presencia de puromicina (2ug/ml) durante 4 días. Previamente  
al comienzo de cada experimento, las células se incubaron durante 3 días en presencia de 
doxicilina (1 ug/ml), expresando el shRNAmir y así silenciar la expresión de EPHA7. Los 
niveles de expresión del ARN mensajero de EPHA7 se midieron a través de PCR (Reverse 
chain reaction) a tiempo real en el aparato 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied 
Biosystem). 
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4. RESULTADOS 
4.1 CARACTERÍSTICAS BASALES DE LA SERIE 
 
Los datos demográficos basales de los pacientes analizados en el grupo 
experimental aparecen recogidos en la tabla 8 (11 pares de lesiones primarias más 
lesiones metastásicas pasaron los datos de control de calidad de las 14 seleccionadas). 
La mayoría de las pacientes fueron postmenopáusicas, con una edad media de 
diagnóstico de 59 años (min. 32- máx. 78), presentaban una histología de carcinoma 
ductal infiltrante predominantemente (64%) y un grado histológico 2 (45%). Todas las 
pacientes recibieron tratamiento hormonal adyuvante (tamoxifeno un 54% y el resto un 
inhibidor de aromatasa no esteroideo). El primer tratamiento recibido para la enfermedad 
metastásica fue hormonoterapia en un 36% de los casos y quimioterapia en otro 36%. 
Tres pacientes de nuestra serie (27%) no llegaron a recibir ningún tratamiento por 
presentar fallecimiento previo al inicio. La mediana de supervivencia libre de recaída fue 
de 73 meses (min. 20 – máx. 182) y la supervivencia global media fue de 102 meses (min. 
34 – máx. 252).  
Como se describe en la tabla 9, nueve de las pacientes (81%) presentaba 
afectación axilar de inicio, dos de las pacientes (18%) presentaban un índice de 
proliferación elevado (Ki-67 >15%), mientras que el resto (81%) presentaba un índice de 
proliferación bajo  <15%. 
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Tabla 8. Características demográficas de la serie experimental. 
Características Resultado 
Edad de diagnóstico 59 años (32-78) 
Histología: 
Carcinoma ductal infiltrante 
Carcinoma lobulillar infiltrante 
 
7 (64%) 
4 (36%) 
Grado histológico: 
Grado 1 
Grado 2 
Grado 3 
 
0 
5 (45%) 
2 (18%) 
Hormonoterapia adyuvante: 
Tamoxifeno 
Anastrozol 
Letrozol 
 
6 (54%) 
3 (27%) 
2 (18%) 
Lugar biopsia recaída: 
Óseo 
Peritoneal 
Pulmón 
 
4 (36%) 
6 (54%) 
1 (1%) 
1ª línea de tratamiento metástasis: 
Hormonoterapia 
Quimioterapia 
No tratamiento 
 
4 (36%) 
4 (36%) 
3 (27%) 
Supervivencia libre de recaída 
Supervivencia global 
73 meses (20-182) 
102 meses (34-252) 
 
Tabla 9. Lugar de metástasis y estadiaje casos pareados. 
Caso Lugar metástasis Ki-67 TTR* Estadio** 
A Hueso 12% 11,8 T2N1 
C Peritoneo 5% 3,9 T2N1 
D Peritoneo 12% 4 T2N1 
E Peritoneo 6% 7,3 T2N1 
I Peritoneo 3% 15,1 T3N1 
J Peritoneo 13% 4,1 T2N2 
K Pulmón 6% 10,6 T2N1 
L Peritoneo 30% 4,8 T2N2 
M Hueso 30% 1,8 T3N0 
O Hueso 11% 3,3 T2N0 
T Hueso 5% 4,1 T2N2 
* TTR: Tiempo hasta recidiva: tiempo transcurrido desde el diagnóstico de cáncer de mama hasta el 
diagnóstico de recidiva metastásica 
** Estadio: Estadio tumoral y ganglionar al diagnóstico 
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4.2 MUTACIONES GENÉTICAS, ALTERACIONES DE 
NÚMERO DE COPIAS Y EXPANSIÓN DE VARIANTES 
ALÉLICAS. 
 
Aproximadamente 37.5 gigabases de datos secuenciales fueron leídos y 
alineados. La metacobertura media estaba por encima de 800X para el conjunto de las 22 
muestras. Se identificaron un total de 14.850 variaciones a partir del genoma de 
referencia; de ellas, 9.146 variantes (1.071 únicas) correspondían a alteraciones en el par-
base. De ellas, 39 variantes presentaron en 28 genes distintos una alteración funcional 
severa en la proteína final resultante, definido según la herramienta PROVEAN (ver 
apartado 3.3) con un  score -2.5 (Provean) y score= 0.05 (Sift). Estos genes fueron los 
seleccionados para realizar posteriormente los estudios de validación independiente en 
datos procedentes del Atlas del Genoma del Cáncer de Mama.  
El resto de las variantes genéticas encontradas en el grupo experimental no 
cumplían los criterios anteriormente señalados, presentándose bien como una mutación 
silente que no afectaría a la secuencia de aminoácidos de la proteína codificada o bien 
como  mutaciones con escasa repercusión funcional final. Por lo tanto, estas variaciones 
se identificaron como mutaciones poco atractivas para tener un papel futuro como factor 
pronóstico de recidiva o predictivo de eficacia al tratamiento dentro del cáncer de mama 
hormonopositivo. 
En la Tabla 10, se puede apreciar en detalle y caso a caso pareado de la serie 
experimental, que genes presentaron alteraciones genéticas severas, y si estas estaban 
presentes ya en la lesión primaria, sólo en la metástasis o en ambas localizaciones.  
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Tabla 10. Mutaciones deletéreas en cada muestra pareada. 
Caso Lugar muestra 
A
FF
2+
 
A
R
ID
1B
 
C
A
M
K
1
D
 
C
A
SP
8 
C
D
H
1 
C
SF
1R
 
D
D
R
2 
D
N
A
H
3 
D
N
A
H
5 
E
PH
A
7 
FO
X
A
1 
G
A
T
A
3 
K
D
M
5B
 
K
M
T
2C
 
K
M
T
2D
 
L
A
M
A
4 
L
A
M
B
3 
M
A
P3
K
12
 
M
A
P4
K
4 M
Y
B
 
M
Y
C
 
M
Y
H
9 
M
Y
O
3A
 
M
Y
O
3A
 
N
C
O
R
1 
R
A
SG
R
F1
 
T
P5
3 
U
SH
2A
 
A Primario 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
 Metástasis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
C Primario 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 
 Metástasis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
D Primario 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 
 Metástasis 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 
E Primario 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
 Metástasis 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
I Primario 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
 Metástasis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
J Primario 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 
 Metástasis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 
K Primario 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 
 Metástasis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 
L Primario 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
 Metástasis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 
M Primario 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
  Metástasis 1 0 0 0 0 2 1 1 4 0 0 0 1 0 2 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 
O Primario 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
 Metástasis 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
T Primario 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
 Metástasis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
Para cada tumor, cada celda de la tabla en gris corresponde a una o más mutaciones deletéreas en cada una 
de las lesiones primarias o metastásicas de los genes de interés. 
 
De los 28 genes seleccionados que presentaron una variante genética con 
repercusión funcional severa, merece la pena destacar: 
El gen NCOR1, que contenía un cambio de nucleótido K178N (sustitución del 
aminoácido Lisina de la posición 178 por una Asparagina) en todos los casos analizados 
de la serie experimental, tanto a nivel de tumor primario como a nivel de metástasis como 
se puede apreciar en la tabla 10. El gen NCOR1 forma parte de un complejo co-represor 
de la activación del receptor estrogénico junto con GPS2, TBL1/TBLR1 y HDAC3, y 
modulan de manera negativa la señalización celular mediada por este receptor. 
Otro gen frecuentemente mutado (45% de los casos) en nuestra serie fue KMT2C, 
que codifica para enzimas modificadoras de histonas, en concreto para la enzima 
metiltransferasa lisina-específica de histonas 2C. KMT2C también se conoce como 
MLL3, y se comporta como un gen supresor tumoral en la leucemia mieloide aguda(107). 
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Además, 4 de los casos con mutación en KMT2C (85%) presentaban alteración de este 
gen tanto a nivel de tumor primario como de su metástasis pareada. De las mutaciones 
encontradas en nuestra serie para KMT2C, una de ellas, en concreto D348N (sustitución 
del aminoácido Aspartato de la posición 348 por una Asparagina), se presentó en 4 
pacientes.  
En este estudio las discordancias entre el tejido tumoral primario frente al tejido 
metastásico en el número de copias (CNAs) analizadas mediante arrays de CGH fueron 
muy escasas. Sin embargo, tres regiones se encontraron constantemente alteradas en 
forma de amplificación en todas las muestras metastásicas analizadas excepto para el caso 
“A”, que únicamente presentaba dichas amplificaciones a nivel del tejido primario y no 
en la metástasis. Los genes alterados en dichas regiones fueron KDM5C y KDM6A que 
codifican para enzimas demetilasas de histonas, y el tercero fue el gen FOXO4 que 
codifica un factor de transcripción celular de la familia “forkhead”, que desempeña un 
papel fundamental en la regulación de la expresión de genes relacionados con la 
proliferación, diferenciación y supervivencia celular (ver tabla 11). 
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Tabla 11. Ganancias y pérdidas entre lesiones primaria versus metastásica. 
Par Localización CNAs 
Par A Primaria 
 
 
Metastásica  
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4 
Pérdidas: MAP2K4, NCOR1, CSF1R, MAP3K4, PARK2, ZNF18, DNAH9 
 
Ninguna ganancia o pérdida 
Par C Primaria 
 
 
Metastásica 
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4  
Pérdidas: CSF1R 
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4 
Pérdidas: ninguna 
Par E Primaria 
 
 
 
Metastásica  
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4, AQP11, KCTD14, RSF1, AAMDC, 
INTS4, ZNF703, FGFR1;  
Pérdidas: CSF1R 
 
Ganancias: , KDM6A, KDM5C, FOXO4; ARID4B  
Pérdidas: Ninguna 
Par J Primaria 
 
 
Metastásica  
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4 
Pérdidas: MAP2K4, NCOR1, KMT2B, AKT2, ZNF18, DNAH9 
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4 
Pérdidas: ninguna 
Par K Primaria 
 
 
Metastásica  
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4, ZNF703 
Pérdidas: Ninguna 
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4 
Pérdidas: ninguna 
Par L Primaria  
 
 
Metastásica  
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4 
Pérdidas: ninguna 
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4 
Pérdidas: ninguna 
Par M Primaria 
 
 
Metastásica  
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4 
Pérdidas: KMT2B, AKT2, EGFR 
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4, KMT2E, MET, KMT2C, TARP, 
EGFR, CDK6;  
Pérdidas: MAP2K3, MAP2K4, NCOR, ERBB2, CDK3, RPS6KB1, CSF1R, 
CDC25C, PPP2R2A, MTAP, ZNF18, DNAH9, FGFR3, PNMA2, GNRH1, 
CDCA2, STMN4, TRIM35, KCTD9, EBF2, BNIP3L, DPYSL2, CDKN2A, 
CDKN2B 
Par O Primaria 
 
 
Metastásica  
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4 
Pérdidas: CCNE1, KMT2B, AKT2, NCOR1, MAPK2K4, ZNF18, DNAH9 
 
Ganancias: KDM6A, KDM5C, FOXO4, PI4KB, ARID4B, CCND1, 
RPS6KB1, CCND1, INPP4B, FGFR1 
Pérdidas: ATM, MAP2K4, NCOR1, ZNF18, DNAH9 
Interpretación: en cada casilla se representa cada alteración en el número de copias -CNAs- presente en 
una lesión. Por ejemplo, en el par A existen 3 regiones que se encuentran amplificadas en la lesión primaria 
(KDM6A, KDM5C y FOXO4) que no se encontraron amplificadas en la lesión metastásica. Además, 7 regiones 
codificantes de genes MAP2K4, NCOR1, CSF1R, MAP3K4, PARK2, ZNF18 y DNAH9 se encuentran perdidas en 
la lesión primaria, pero recuperadas (y no amplificadas) en la lesión metastásica pareada. 
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Las nuevas variaciones genéticas de nuestro estudio, candidatas a favorecer un 
curso más agresivo de la enfermedad, podrían ser aquellas presentes sólo en el tejido 
metastásico y no en el tejido primario. O bien, podrían ser aquellas que aumentan 
claramente su representación clonal en la metástasis con respecto al tejido primario. Así 
que se realizó un análisis de la expansión clonal de alelos de frecuencia menor (MAF) 
para las 39 variantes encontradas, comparando el tejido primario con sus metástasis según 
se detalla en la tabla 12. Con la excepción del caso “M”, pocas variantes cambiaron su 
representación en más de un 10%. Las alteraciones de KMT2C, las del gen que codifica 
la enzima tirosina quinasa del receptor EPHA7 (receptor de efrina tipo 7) y las del gen 
NCOR1, presentaron expansión clonal. 
En nuestra serie experimental pareada tanto PIK3CA como PTEN  no presentaron 
apenas variaciones genéticas. Así sólo se encontró una variante de PIK3CA en el caso M, 
y dos variantes para PTEN en los casos D y M respectivamente (ver anexo II). 
Globalmente, las variaciones encontradas se mantuvieron estables desde el tejido 
primario hasta el tejido metastásico (> 99.9% de las bases pareadas de las >500 kilobases 
secuenciadas se conservaron entre ambas muestras). En el anexo II, se puede apreciar si 
las variantes están presentes o no en las muestras analizadas, y si cambian con respecto 
al tejido primario o metastásico. El estudio no supervisado de agregación de las 
mutaciones encontradas, demostró que cada caso pareado presentaba más similitud en las 
variaciones genéticas con su tejido metastásico que con cualquier otro de los casos 
analizados, con excepción del caso “M” (ver figura 7). Esto implicaría que la evolución 
desfavorable de la enfermedad y la adquisición de un fenotipo metastásico puede estar 
presente ya desde un principio en el tejido primario, y que además cada tumor lo puede 
alcanzar de una manera diferente, ya que todos los casos presentaron recaída. 
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Tabla 12. Expansión alélica de las variantes causantes de una alteración funcional 
severa desde el tumor primario al metastásico. 
 
Par/gen MAF  T. Primario 
MAF 
Metástasis Exp. Par/gen 
MAF  
T.  Primario 
MAF 
Metástasis Exp. 
A    TP53 0,33 0,24 -0,09 
KMT2C 0,49 0,37 -0,11 L    
NCOR1 0,48 0,52 0,03 KMT2C 0,11 0,11 0 
C    NCOR1 0,55 0,52 -0,03 
LAMB4 0,41 0,51 0,1 TP53 0 0,15 0,15 
CAMKD1 0,26 0,05 -0,21 MYH9 0,07 0,19 0,12 
MYO3A 0,12 0,04 -0,08 M    
GATA3 0,13 0,03 -0,1 DDR2 0 0,37 0 
FOXA1 0,2 0,05 -0,15 KDM5B 0 0,11 0,11 
NCOR1 0,54 0,49 -0,05 USH2A 0 0,39 0,39 
D    MYO3A 0 0,38 0,38 
MAP3K12 0,26 0 -0,26 KMT2D** 0 0,48 0,48 
MYB 0,52 0,49 -0,02 RASGRF1 0 0,53 0,53 
ARID1A 0,35 0,53 0,16 DNAH3 0 0,11 0,11 
NCOR1 0,51 0,54 0,03 NCOR1 0,38 0,53 0,15 
E    MAP4K 0 0,43 0,43 
CDH1 0,20 0,56 0,36 DNAH5*** 0 0,54 0,54 
KMT2C 0,11 0,10 -0,01 CSF1R+ 0 0,85 0,85 
GATA3* 0 0,41 0,41 LAMA4 0 0,46 0,46 
NCOR1 0,42 0,36 -0,06 AFF2 0 0,91 0,91 
I    O    
NCOR1 0,42 0,42 0 LAMB3 0,55 0,65 0,1 
J    EPHA7 0,27 0,47 0,2 
MYC 0,48 0,49 0,01 NCOR1 0,28 0,44 0,16 
NCOR1 0,57 0,42 -0,15 CASP8 0 0,46 0,46 
K    T    
KMT2C 0,11 0,11 0 KMT2C 0,13 0,23 0,1 
NCOR1 0,42 0,42 0 NCOR1 0,37 0,42 0,05 
 
"MAF T. Primario ": fracción de lecturas entre 0 a 1en el que la mutación fue detectada en el ADN del 
tumor primario. ; “MAF Metástasis”: igual que lo anterior pero para tejido metastásico.; “EXP.”: 
incremento o descenso en la fracción de lectura de la variante alélica entre tejido primario vs metástasis.  
* Dos mutaciones fueron detectadas para el gen GATA3 en el caso E; la segunda con expansión de 0 a 0,27. 
** Dos mutaciones fueron detectadas para el gen  KMT2D en el caso M; la segunda con expansión de 0 a 
0, 43. 
*** Cuatro mutaciones fueron detectadas para el gen  DNAH5 en el caso M; las otras tres con expansión 
de  0 a 0,4. 
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Figura 7. Variaciones genéticas pareadas entre tumor primario y sus metástasis. 
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4.3 ESTUDIOS DE VALIDACIÓN EXTERNA. 
 
Basándose en la recurrencia de mutaciones en la serie experimental, las 
amplificaciones presentes en el estudio, en la predicción de la severidad de los cambios, 
y en la expansión clonal encontrada, se seleccionaron el número de genes candidatos a la 
realización de estudios de validación clínica externa a los siguientes: TP53, MYC, CDH1, 
LAMB3, KMT2C, NCOR1, GATA3, LAMA4, MYB, DNAH5, KDM6A, ARID1B, KMT2D, 
KDM5C, FOXO4, MYO3A, EPHA7 y CSF1R.  
Los genes PIK3CA y PTEN fueron incluidos en estos estudios de validación 
independiente como genes control debido a la alta tasa de mutación conocida para ellos 
en los estudios de secuenciación de casos incidentales de cáncer de mama 
hormonopositivo (ver apartado 1.6). 
Según los datos procedentes del Atlas del Genoma del Cáncer de Mama, y como 
se puede apreciar en la figura 8, se eligieron los casos de cáncer de mama 
hormonopositivo para la realización de la validación externa independiente. 
Figura 8. Selección de casos procedentes del Atlas del Genoma del Cáncer de Mama. 
 
Total casos recaídos = 63; Total casos NO recaídos=429; No especificado (N.E.)=62 
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Para el análisis de recaída el total de casos seleccionado fue 564 (excluyendo los 
casos de varones o sexo no especificados, los casos con receptor de estrógeno y 
progesterona negativos, y los casos con sobreexpresión de HER2neu o expresión 
equívoca). Para el análisis de supervivencia se utilizaron 547 casos excluyendo junto con 
los anteriores los casos fallecidos por causa no relacionada con el cáncer de mama y sin 
evidencia de recaída. 
La frecuencia relativa de alteraciones genéticas específicas del tumor para los 
genes candidatos del estudio (ver apartado 4.2) con consecuencias deletéreas 
(mutaciones, amplificaciones/deleciones, regulación de ARN mensajero a la alta o a la 
baja) fueron determinadas en los casos procedentes del Atlas del Genoma del Cáncer de 
Mama según la división recaída versus no recaída. Además, se realizó un estudio de 
comparación de supervivencias globales según el test de Log-Rank, con cada uno de los 
genes candidatos gen a gen, comparado los casos que presentaban la mutación somática 
frente a los casos sin dicha alteración (ver tabla 13). 
Posteriormente, se analizó de manera gráfica comparativa el valor p de recaída (z 
test) con cada alteración genética frente el valor p de supervivencia (Log-Rank) 
encontrado para cada gen (ver Figura 9). Así los genes que presentaron los valores p más 
bajos para ambos estadísticos fueron MYC, DNAH5, CSFR1, EPHA7, ARID1B y KMT2C. 
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Tabla 13. Frecuencia comparativa de genes candidatos en recaída vs no recaída de 
casos procedentes del Altas Genoma Cáncer de Mama. 
 
Gen Casos totales (n = 564) 
No recaídos 
(n = 429) 
Recaídos 
(n=63) P valor * 
LogRank** 
(n=547) 
PIK3CA 28.5% 30.3% 25.4% 0.424 0,69 
TP53 15.2% 14.2% 20.6% 0.184 0,88 
MYC 11.9% 9.8% 19% 0.027 0.05 
CDH1 9.2% 10.5% 4.8% 0.153 0.32 
KMT2C 9.2% 8.4% 14.3% 0.129 0.21 
GATA3 8.3% 8.4% 7.9% 0.904 0.61 
NCOR1 7.8% 7.2% 9.5% 0.516 0.76 
PTEN 6.6% 6.3% 14.3% 0.023 0.77 
ARID1B 6.6% 7.5% 3.2% 0.211 0.12 
LAMB3 6.4% 5.6% 4.8% 0.787 0.12 
DNAH5 5.9% 6.5% 0% 0.037 0.17 
KMT2D 5.5% 6.1% 7.9% 0.569 0.54 
LAMA4 4.3% 4.2% 1.6% 0.317 0.89 
MYO3A 4.1% 4.2% 4.8% 0.834 0.74 
CSF1R 3.5% 3.5% 7.9% 0.095 0.18 
MYB 3.0% 3.0% 4.8% 0.472 0.69 
EPHA7 2.0% 1.4% 3.2% 0.298 0.01 
KDM6A 0.9% 1.2% 0% 0.390 0.47 
KDM5C 0.4% 0.5% 0% 0.589 0.96 
FOXO4 0.2% 0.2% 0% 0.704 N/A 
 
Los porcentajes de las alteraciones genéticas en las recaídas vs no recaídas se compararon para 
564 casos, para los cuales existía información. Sin embargo, la información de supervivencia (LogRank 
test) se obtuvo de 547 pacientes puesto que 17 de ellos fallecieron por una causa no relacionada con el 
tumor, que podría producir errores entre las alteraciones genéticas y la supervivencia; estos 17 pacientes se 
excluyeron del estudio. * Z-test de dos colas para la comparación del porcentaje de casos alterados para 
cada gen en las dos poblaciones (recaída vs no recaída). ** Test LogRank para la supervivencia global 
comparando el resultado de muerte para pacientes con alteraciones deletéreas en cada gen preguntado vs el 
resto de la cohorte. 
Resultados 
 
 103 
Figura 9. Alteraciones genéticas relacionadas con recaída. 
 
Genes candidatos clasificados de acuerdo a la asociación con recaída (eje X) y supervivencia (eje 
Y) según los datos procedentes del Altas del Genoma del Cáncer de Mama. Un valor p pequeño en ambos 
ejes (arriba-derecha) indica una gran asociación entre el gen consultado y las variables asociadas. 
 
Posteriormente se diseñó una firma genética que pudiese discriminar la 
enfermedad en función de su curso. Se seleccionaron los seis genes candidatos en función 
del valor estadístico previamente calculado en varias agrupaciones que contenían 3, 4, 5 
o 6 de los genes (MYC, DNAH5, CSFR1, EPHA7, ARID1B y KMT2C). Cada una de las 
agrupaciones fue testada de la misma manera. La firma genética alterada con un resultado 
estadístico en términos de supervivencia global p < 0.05 se pueden apreciar en la figura 
10. 
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Figura 10. Firmas genéticas relacionadas con supervivencia. 
 
 
Genes candidatos clasificados de acuerdo a la asociación con recaída (eje X) y supervivencia (eje 
Y) según los datos procedentes del Altas del Genoma del Cáncer de Mama. Solamente las firmas con un 
valor en supervivencia global según Test LogRank p<0.05 están representados. 
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Entre las distintas combinaciones,  la que presentó un valor estadístico diferencial 
en términos de supervivencia global más potente fue la formada por la firma MYC, 
KMT2C y/o EPHA7 (ver figura 11A). Así, los pacientes con dicha firma presentaron una 
mediana de supervivencia de 4.5 años menor que los casos restantes que no presentaban 
dicha firma genética (90.7 meses frente a 144.5 meses, p=0.000103). En los datos 
procedentes del Atlas del Genoma del Cáncer de Mama se encontraron 45 fallecimientos. 
El primer grupo (con alguna alteración genética para los tres genes propuestos) estaba 
compuesto por 108 casos, mientras que el segundo grupo (con ninguna de las alteraciones 
de los tres genes) estaba compuesto por 439 casos. Más de la mitad de las muertes (n=23) 
registradas en el Atlas del Genoma del Cáncer de Mama presentaron la firma genética. El 
cociente de riesgo para muertes (Hazard Ratio) se incrementó en 3.25 veces si existían 
alteraciones para alguno de los tres genes, p<0.0001. Únicamente un 5% de los casos con 
ausencia de la firma genética fallecieron durante los 250 meses de seguimiento. Además, 
las muertes ocurridas en el grupo con presencia de la firma genética se presentaron de 
manera precoz durante el tratamiento adyuvante hormonal (la mitad de estos eventos entre 
el segundo y cuarto año de seguimiento); sin embargo, el riesgo de recaída continuó 
observándose hasta el final del seguimiento (ver figuras 11B, 11C y 11D). 
Por lo tanto, tomados en conjunto, este resultado sugiere una fuerte asociación 
entre esta firma genética y la resistencia al tratamiento hormonal de forma precoz. 
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Figura 11. Supervivencia global segregando los casos con firma MYC+KMT2C+EPHA7 . 
A.! Supervivencia global seguimiento completo. 
 
 
B.! Supervivencia global seguimiento 50 meses. 
 
 
 
Resultados 
 
 107 
C.! Supervivencia global seguimiento 100 meses. 
 
 
D.! Supervivencia global seguimiento 240 meses. 
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4.4 KMT2C, EPHA7 Y RESISTENCIA HORMONAL 
 
El papel funcional de las alteraciones genéticas encontradas de KMT2C y EPHA7 
en el curso del cáncer de mama hormonopositivo se realizó en 11 líneas celulares de 
cáncer de mama (KPL1, EVSAT, ZR75-1, CAMA1, HCC1428, HCC1500, MCF7, 
T47D, MDA-MB175-VII, BT483 y MDA-MB-415). El papel de MYC ha sido estudiado 
y evaluado anteriormente por numerosos autores(108-112). 
Las líneas celulares MCF7, EVSAT, HCC1428 y T47D albergaron la mutación 
D348N del gen KMT2C tras la realización de análisis de secuenciación masiva y análisis 
de alteraciones en el número de copias según el panel inicial seleccionado (ver apartado 
3.2.2). Puesto que en nuestra serie todos los pacientes recibieron un tratamiento hormonal, 
el curso adverso de la enfermedad se podría relacionar por lo tanto con resistencia a este 
tratamiento. Todas las líneas fueron cultivadas por más de 1 año en condiciones de 
deprivación estrogénica a largo plazo (LTED) para determinar si las células adquirían un 
fenotipo estrógeno-independiente(106). 
Las cuatro líneas celulares con la mutación D348N adquirieron un fenotipo 
resistente a estrógenos en 52 semanas, mientras que las líneas restantes sin dicha mutación 
se mantuvieron en un estado de deprivación estrogénica a largo plazo quiescentes (LTED-
Q) por más de 70 semanas (ZR75-1, MDA-MB-415, KPL1 y MDA-MB-175-VII) o 
simplemente fue imposible su cultivo en medio DCC (CAMA1, HCC1500 y BT483) (ver 
figura 12). Estos datos sugieren que la mutación D348N del gen KMT2C suscita una 
resistencia hormonal precoz. 
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Figura 12. Experimentos in vivo con mutación en KMT2C. 
 
 
En la figura 12 se puede apreciar el crecimiento celular (unidades de 
luminiscencia, normalizadas al crecimiento del clon parenteral en medio completo) en 
suero bovino fetal (FBS) o después de 96 horas de privación estrogénica (FBS-DCC). A) 
Se muestra para cada línea celular, el clon parenteral y el clon aislado después de 1 año 
de cultivo en situación de privación estrogénica (FBS vs FBS-DCC). Las cuatro líneas 
celulares con la mutación en la posición 348 del gen KMT2C (T47D, MCF7, HCC1428 
y EVSAT) adquieren fenotipo resistente a estrógenos. Por ejemplo, después de 1 año de 
cultivo en el medio FBS-DCC, se produce insensibilidad (evidenciado por la pérdida de 
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crecimiento celular –o incluso incremento de crecimiento- en ausencia de estradiol) 
comparado con el clon parenteral. Las células muestran parada de crecimiento en un 
58.7% (MCF7), 23,9% (T47D), 20,5% (EVAST) y 21% (HCC1428)  cuando sufren 
deprivación de estradiol .B) Este fenotipo no se pudo obtener para las células sin 
presencia de mutación. Como ejemplo se muestra la detención del crecimiento celular de 
la línea parenteral ZR75-1 (32,5%), CAMA1 (59,1%) y MDA-MB415 (52,7%) en 
respuesta a retirada estrogénica, que se muestra similar a la detención basal del 
crecimiento en las líneas con mutación en KMT2C. Sin embargo, fueron incapaces de 
recuperarse clones viables a deprivación estrogénica de larga duración en ninguno de los 
casos (* p<0.05; ** p<0.005; ***p<0.001). 
 
El receptor de EFRINA tipo 7 es un receptor de membrana con actividad tirosina 
quinasa. Su papel como gen supresor tumoral ha sido demostrado en linfomas 
foliculares(113). Dos tumores de nuestra serie presentaron la mutación T666I (cambio del 
aminoácido Treonina de la posición 666 por una Isoleucina). Este cambio produce 
desestabilización del bolsillo de unión al ATP del receptor y disminuye la actividad 
catalítica de su dominio quinasa (ver figura 13). Una mutación de similares características 
así como la reducción de la expresión de su ARN mensajero ha sido descrita en las series 
del Atlas del Genoma del Cáncer de Mama. En nuestro estudio se generaron líneas 
celulares estables que expresaban un ARN silenciador (shRNA) contra EPHA7, líneas que 
presentaban el gen EPHA7 en su forma salvaje y líneas celulares con presencia de la 
mutación T666I, dado que ninguna de las líneas celulares del panel seleccionado 
presentaba dicha variante. 
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Figura 13. Cambio conformacional receptor EPHA7 con mutación T666I. 
 
Estructura tridimensional del dominio tirosina quinasa del receptor EPHA7 
(basado en PBD –“protein data base”- 2REI). Los residuos relevantes están 
representados en forma de bastón. Los dominios catalíticos están representados en “rojo”: 
aquellos que interaccionan con ADP en “celeste”; y los residuos posición 666 en 
“violeta”. En la proteína salvaje, la Lisina de la posición 665 cercana al residuo 666 
realiza un puente salino en cadena con el Glutamato de la posición 682 que coordina el 
beta-fosfato ADP/ATP. La Treonina de la posición 666 de la proteína salvaje se encuentra 
en contacto directo con la cadena principal del Glutamato 646. Esta región está altamente 
conservada en las proteínas tirosina quinasas; en particular el residuo Treonina está 
conservado en todos los receptores de tipo EFRINA (excepto el tipo 8 y 10). La mutación 
que lleva a una isoleucina en posición 666 produce cambios en las propiedades 
hidrofóbicas de este residuo, produciendo un cambio en la orientación de la Lisina de 
posición 665, que rompería el puente salino, afectando a la coordinación entre el 
ADP/ATP, perjudicando la actividad catalítica del receptor. 
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Entre las siete líneas celulares sin mutación en KMT2C que además presentaban 
expresión de EPHA7, sólo en la línea celular CAMA1 se detectó silenciamiento de la 
expresión del ARN mensajero de EPHA7 tras inducción del shRNAmir con doxiciclina. 
Como consecuencia, observamos una reversión completa de la inhibición del crecimiento 
ejercido por la deprivación estrogénica (ver figura 14). Por otra parte, la sobreexpresión 
del gen EPHA7 salvaje (“wildtype”) o la transfección con un vector vacío, mantuvo la 
respuesta inhibitoria a la retirada estrogénica en las células CAMA1. Sin embargo, la 
sobreexpresión del vector conteniendo la mutación T666I revirtió significativamente el 
fenotipo (ver figura 14). 
 
Figura 14. Experimento funcional líneas celulares con mutación en EPHA7. 
 
Panel izquierdo) las células CAMA1 fueron infectadas con el vector TRIPZ 
(lentivirus) portando un ARN silenciador (shRNAmir) inducible contra el gen EPHA7. La 
inducción del shEPHA7 restablece la inhibición del crecimiento celular producido por el 
medio con deprivación estrogénica (DCC-FBS) en un 82,5%. Panel derecho) Las células 
CAMA1 fueron transfectadas de manera transitoria con el vector vacío (EV), salvajes 
(WT) o con la mutación T666I. El crecimiento inhibido se restituye al presentar la 
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mutación T666I en un 8,2% pero no en la forma salvaje (32,3%) comparado con el EV 
(59,7%) (* p<0.05; ***p<0.001). 
 
Tomados en conjunto, estos datos sugieren que una reducción de la función 
catalítica del receptor EPHA7, mediada a través del silenciamiento de la expresión o bien 
por mutación en su dominio quinasa, contribuye a la resistencia hormonal. 
 
4.5 VARIANTES ENRIQUECIDAS EN RECIDIVA 
TEMPRANA FRENTE A TARDÍA O RECIDIVA EN HUESO 
FRENTE A PERITONEAL 
 
Por razones terapéuticas evidentes, se planificó un análisis secundario que tenía 
como objetivo averiguar si algunas variantes específicas dieron positivo por asociación 
con un patrón concreto de recidiva (precoz versus tardía) u órgano específica (peritoneal 
versus ósea), y si además dichas variaciones estaban ya presentes en el tumor primario. 
Aproximadamente 700 valores p fueron calculados (tras la exclusión de 1.071 variantes 
presentes en <5% o >90% de las muestras analizadas). La mayoría de las variaciones 
analizadas no mostraron significación estadística (p=1). La figura 15 muestra algunas 
variantes que ofrecieron un valor p inferior a 0,05. Sin embargo, la mayoría de estas 
variantes se encontraron en genes que estaban fuertemente mutados y en los que otras 
variantes no dieron pruebas de asociación, por lo que no se pudo establecer un patrón 
diferenciador de tipo o lugar de recidiva.  
El estudio mostró una excepción en el gen p27(Kip1), que codifica la quinasa 
dependiente de ciclinas CDKN1B. CDKN1B se une e impide la activación de los 
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complejos ciclina E/CDK2 o ciclina D/CDK4, controlando así la progresión del ciclo 
celular en la fase G1. En este estudio, CDKN1B mostró la mutación 2871099T:G, que 
codifica una Valina para sustituir por una Glicina en la posición 109. Esta mutación estaba 
presente en todos los tumores que presentaron recidiva durante el periodo de tratamiento 
hormonal, y ausente en los restantes (p <0,05). La variante ya estaba presente en el tumor 
primario. 
Figura 15. Variantes enriquecidas en recidiva precoz versus tardía o recidiva 
peritoneal vs ósea. 
A 
 
B 
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Gráfico izquierdo) los puntos representan números de variantes genéticas 
encontradas (puntos grandes-grandes variaciones; puntos pequeños-pequeñas 
variaciones). El eje X y el eje Y representan dónde se encuentran dichas variaciones en 
un porcentaje igual o variable de tumores primarios o metastásicos. El hecho de que la 
mayoría de los puntos ocurran a los largo de la diagonal indica la ausencia de variación 
entre tumor primario y metastásico. Los puntos fuera de la diagonal representan 
variaciones genéticas que ocurren comúnmente en el tumor primario o en el metastásico. 
Gráfico derecho) el eje Y describe la frecuencia del valor p en cada barra (eje X). 
Aproximadamente 700 valores p fueron calculados (tras la exclusión de 1071 variantes 
presentes en <5% o >90% de las muestras analizadas). Se muestra un gráfico simplificado 
a 6 categorías indicadas por 6 barras. Tanto para el gráfico a) recidiva precoz vs tardía los 
genes ARID4B, CDKN1B, KMT2D, CDK4, ARID3B, NF1 y DNAH5 como para b) 
recaída peritoneal vs ósea los genes USH2A, CDK4, RASFRF1, DNAH3, KMT2B, 
MAP4K4 y PTPRD, algunas variantes no se encontraban en la diagonal y resultaron tener 
asociación estadísticamente significativa. Las metástasis pulmonares fueron excluidas del 
análisis debido a baja calidad de ADN. 
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5. DISCUSIÓN 
Entre los años 2012 y 2013 se publicaron varios estudios en las principales revistas 
científicas que tratan el paisaje mutacional del cáncer de mama hormonopositivo e 
incluye desde 40 hasta aproximadamente 500 casos de cáncer de mama secuenciados a 
una profundidad variable (30X-500X)(51,54,63,76,99). El paisaje mutacional en dichos casos 
publicados de tumores de mama incidentales es consistente entre si. Y se pueden resumir 
de la siguiente manera: 1) aparte de TP53, PIK3CA y GATA3, muy pocos genes se 
encuentran alterados en >10% de los casos; 2) el paisaje mutacional es heterogéneo, con 
baja incidencia de casos agrupados basados en mutaciones; 3) a excepción de la 
asociación de mutaciones en TP53 y baja supervivencia global (mezclando además 
tumores hormonopositivos, HER2neu positivos y tumores triple negativos), ningún factor 
pronóstico nuevo ha sido descrito. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de encontrar 
mutaciones capaces de comportarse como biomarcadores de curso agresivo de esta 
enfermedad o que permitan seleccionar las terapias más adecuadas para el cáncer de 
mama hormonopositivo.  
Esta tesis que incluye 11 casos pareados (casos primarios frente a metastásicos) 
ha puesto al descubierto la asociación pronóstica de varias mutaciones genéticas y la 
supervivencia del cáncer de mama hormonopositivo. El Atlas del Genoma del Cáncer 
(TCGA) incluyó aproximadamente 550 casos de CMRHP, con un número de eventos 
relacionados con esta enfermedad bajo, sin embargo los datos resultantes ofrecen la 
mayor de las bases de datos públicas existentes de secuenciación del cáncer de mama. 
Algunos de los genes estudiados en nuestra serie (ver tabla 12) muestran una alta 
frecuencia de alteraciones en los casos recaídos comparados con los casos que no 
presentan recaída del TCGA, revelando así un papel con un curso clínico desfavorable de 
esta enfermedad. El hecho de que no todas estas alteraciones se asociaran con la 
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supervivencia (y que no todos los genes asociados con supervivencia estuvieran presentes 
de manera frecuente en los casos recaídos) puede ser explicado por la pérdida de la 
información sobre el curso clínico completo de la enfermedad o por un efecto durante el 
tratamiento adyuvante frente al escenario metastásico, en el cual diferentes tratamientos 
(hormonal o no) modifiquen la historia natural de esta enfermedad. No obstante, el efecto 
de los tratamientos podría también verse modificado dependiendo de las mutaciones 
subyacentes. Puesto que en los datos procedentes del TCGA, la fecha de la recaída no es 
accesible en muchos casos y debido al bajo número de eventos de su serie, la 
supervivencia global fue analizada en este estudio como evento primario a correlacionar 
con las variantes genéticas encontradas. A pesar que la supervivencia global de las 
pacientes puede estar influenciada por múltiples factores (comparado con la recaída), la 
firma genética compuesta por 3 genes demostró un importante nivel de discriminación 
del curso clínico del cáncer de mama hormonopositivo, prácticamente reduciendo la 
supervivencia a la mitad e incrementando en más de un 300% la probabilidad de muerte. 
Para realizar una medicina más precisa, resulta muy atractivo obtener un biomarcador o 
firma genética que detecte a pacientes de alto riesgo (ver figura 8). En efecto, en esta tesis 
los pacientes que presentaron la alteración genética MYC, KMT2C y EPHA7 parecen 
tener un pronóstico mucho más desfavorable que los que no la presentaron (ver figura 9). 
Más importante aún, los fallecimientos se iniciaron durante el primer año de tratamiento 
hormonal, sugiriendo una fuerte asociación entre las alteraciones en estos tres genes y la 
resistencia hormonal (ver figuras 11B, 11C y 11D). Además, esta firma genética fue capaz 
de identificar un grupo de pacientes que virtualmente no presentarían una supervivencia 
global de larga duración (sólo el 5% de los pacientes seguían vivos tras 20 años de 
seguimiento).  
Discusión 
 
 121 
En nuestra serie analizada, se puede apreciar una estabilidad de las alteraciones 
genéticas entre la lesión primaria a la metastásica, con más de un 99% de preservación de 
las secuencias de bases pareadas  (ver figura 7 y anexo II). La ventaja de esta estabilidad 
es que si existiese un curso desfavorable futuro de la enfermedad, éste podría ser 
detectado en el momento diagnóstico, aunque requiriese de una secuenciación genética 
en profundidad. Según los datos resultantes de este trabajo, los datos con recidiva tendrían 
un patrón de mutación detectable (por ejemplo, KMT2C, EPHA7, MYC). Este patrón de 
estabilidad es concordante con otras series publicadas de casos pareados(114,115), con series 
de estudios de expresión genética(73,75), y con estudios de metagenómica que sugieren que 
la mayoría de las alteraciones genéticas en la historia natural del cáncer de mama ocurren 
en el momento del diagnóstico(63). 
Las variantes encontradas en nuestro trabajo con mayor significado pronóstico 
parecen estar relacionadas con genes que funcionalmente juegan un papel en el desarrollo 
de resistencia al tratamiento hormonal del cáncer de mama. Esta resistencia es 
multifactorial, e incluye además variaciones epigenéticas(116,117). KMT2C es una proteína 
de alto peso molecular (530 kilosdalton –kDA-), contiene un dominio SET ("Su(var)3-9, 
Enhancer of Zeste, Trithorax") que produce metilación de la lisina 4 de la histona H3K4 
(histona relacionada con la activación de la transcripción del código genético)(118); esta 
histona se encuentra además asociada a otras proteínas formando el complejo demetilasa 
de histonas H3, el cual se encarga de la demetilación de H3K27 (activador de la 
transcripción genética)(119). La mutación D348N afecta a uno de los dominios en dedo de 
Zinc (“Zn-finger”) de la proteína, pudiendo impedir su función y afectando a la expresión 
de múltiples genes(107). Puesto que todas las líneas celulares de este trabajo que contenían 
la mutación D348N del gen KMT2C fueron capaces de adquirir un fenotipo resistente a 
estrógenos y no así las líneas celulares que no contenían dicha mutación (ver figura 13), 
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convierte a KMT2C en un fuerte gen candidato conductor de resistencia al tratamiento 
hormonal. El dedo de Zinc resultante de la mutación descrita, se comportaría como una 
mutación caliente (“mutational hotspot”) según los datos procedentes de la base 
COSMIC (Catálogo de Mutaciones Somáticas del Cáncer)(120). Según los últimos datos 
procedentes del Consorcio Internacional del Genoma del Cáncer (ICGC Data Portal)(121), 
KMT2C es el sexto gen que presenta más alteraciones genéticas entre los 43 genomas 
distintos del cáncer descritos cuando se consideran que dichas alteraciones presentan un 
efecto deletéreo severo (ver anexo III). Siguiendo el mismo razonamiento previo, cuando 
el gen EPHA7 se presenta inactivado por mutación su dominio tirosina quinasa o presenta 
regulación de su expresión a la baja, produciría un efecto relacionado con la resistencia 
hormonal del cáncer de mama (ver figuras 13 y 14). Tomados en conjunto dichos 
resultados, este trabajo propone a los genes KMT2C y EPHA7 como nuevos conductores 
de resistencia al tratamiento hormonal del cáncer de mama hormonopositivo.  
La variante genética encontrada en la serie experimental para el gen NCOR1 
(cambio de nucleótido K178N, que supone una sustitución del aminoácido Lisina de la 
posición 178 por una Asparagina) se comportó inicialmente como el candidato más 
potente a jugar un papel en la recidiva y resistencia al tratamiento hormonal del cáncer 
de mama hormonopositivo. NCOR1 forma parte de un complejo co-represor de la 
activación del receptor de estrógenos, junto con GPS2, TBL1/TBLR1 y HDAC3. La 
variante K178N podría afectar a su lugar de unión con GPS2, pudiendo estar por lo tanto 
generando una respuesta estrogénica celular continua. Sin embargo, esta variación 
genética no se comportó de manera deletérea al realizar la validación con los datos 
procedentes del Altas del Genoma del Cáncer de Mama. Una de las posibles explicaciones 
de la falta de actividad es que esta alteración correspondiese a un polimorfismo de 
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nucleótido único (SNPs) de la población Española, que actualmente se encuentra en 
proceso de investigación sin resultados publicados. 
En este estudio además, tomando en cuenta el resultado encontrado de la variante  
V109G en CDKN1B, sería conveniente explorar su relación con la resistencia a terapia 
hormonal en cáncer de mama. Se ha documentado esta variante como un polimorfismo 
de nucleótido único (SNPs) que mejora el riesgo de distintos cánceres, aunque se 
desconoce la asociación con la resistencia hormona(122). Si fuera posible establecer una 
relación entre esa variante y la sensibilidad al tratamiento hormonal en modelos 
preclínicos de cáncer de mama hormonopositivo, un test barato realizado en el bloque de 
tumor parafinado de cáncer de mama podría señalar qué futuros pacientes serían 
susceptibles de recibir tratamiento con inhibidores de quinasa dependientes de ciclinas 
(CDK). 
El hecho de no encontrar variaciones en los genes PIK3CA y PTEN 
frecuentemente mutados en cáncer de mama hormonopositivo, podría explicarse por la 
función de estos genes como transformadores del epitelio mamario y no como factores 
predictivos de recidiva o pronóstico para el cáncer de mama hormonopositivo precoz. 
Así, los datos más recientes publicados relacionan la presencia de mutaciones de PIK3CA 
con una mayor supervivencia libre de recaída, sin existir además relación con la 
supervivencia global de esta enfermedad(123). 
Por último, el tamaño de nuestra serie de casos pareados estudiados de cáncer de 
mama hormonopositivo restringe la interpretación de los resultados. Este tamaño limita 
el número de marcadores genéticos encontrados relacionados con la resistencia al 
tratamiento hormonal del cáncer de mama o en su recaída. Tanto este trabajo como los 
otros trabajos publicados que analizan material procedente de tumores pareados primario-
metástasis cubren un rango genómico limitado, de aquí la importancia de no excluir el 
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valor de la aparición de nuevas mutaciones. La finalización de estudios en marcha 
actualmente a gran escala como la iniciativa AURORA(124) y el programa de cribado 
molecular AGATA(125) revelarán, sin duda en un futuro, qué variaciones genéticas están 
relacionadas con la recaída a distancia, la resistencia hormonal y cuáles son las 
variaciones genéticas predominantes en la metástasis del cáncer de mama 
hormonopositivo. 
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6. CONCLUSIONES 
Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral permiten obtener las siguientes 
conclusiones: 
 
1.! Aparte de las mutaciones descritas en los grandes Altas del Genoma del 
Cáncer, en este trabajo los tumores de mama hormonopositivos presentan un 
paisaje mutacional estable entre la lesión primaria y su metástasis, con una 
preservación de las alteraciones mayor de un 99%. 
2.! En esta tesis, tras el análisis de 22 muestras de cáncer de mama 
hormonopositivo (11 procedentes de tumor primario y 11 de tejido 
metastásico pareado), 39 variantes genéticas produjeron en 28 genes distintos 
una alteración funcional severa en la proteína final resultante.  
3.! Las alteraciones encontradas en los genes MYC, DNAH5, CSFR1, EPHA7, 
ARID1B y KMT2C mostraron un impacto pronóstico desfavorable en términos 
de recaída y supervivencia global cuando fueron validadas con datos 
independientes procedentes del Atlas del Genoma del Cáncer de Mama. 
4.! La firma genética formada por MYC, KMT2C y EPHA7 parece tener un 
pronóstico desfavorable en el cáncer de mama hormonopositivo. 
5.! En los estudios funcionales realizados en líneas celulares de cáncer de mama, 
los genes KMT2C y EPHA7 se presentan en esta tesis como nuevos 
conductores de resistencia al tratamiento hormonal del cáncer de mama 
hormonopositivo. 
6.! La mutación encontrada en este estudio 2871099T:G en el gen p27(Kip1) 
estaba presente en todos los tumores que recayeron durante el periodo de 
tratamiento hormonal. Se desconoce su asociación con resistencia hormonal o 
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su papel en el tratamiento con nuevos inhibidores de ciclo celular para cáncer 
de mama. 
7.! En los tumores analizados por secuenciación de última generación se encontró 
un cambio de nucleótido K178N del gen NCOR1 en todos los casos, si bien 
no presentó impacto pronóstico. 
8.! El tamaño de nuestra serie limita la interpretación de los resultados. Son 
necesarios otros estudios de validación en cohortes más amplias e 
independientes para poder trasladar definitivamente estos hallazgos a la 
práctica clínica habitual para el tratamiento del cáncer de mama. 
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10. ANEXOS 
ANEXO I. Genes conductores de cáncer de mama hormonopositivos. 
Genes mutados en cáncer 
de mama 
Genes mutados y/o con 
alteración en el número 
de copias (CNAs) en 
cáncer de mama 
Genes con alteración en 
el número de copias 
(CNAs) en cáncer de 
mama 
IDH1 PPP2R2A CDKN2A 
TP53 MTAP CDKN2B 
USH2A MAP2K4 
Receptor células T (TCR) 
loci en Cr 7 (TRG) y 14 
(TRA) 
MYO3A PTEN ZNF703 
ATR ERBB2 CCND1 
CDH1 MYC CDKN2AIP 
MLL3 CCND1 AIM1 
MAP3K1 MDM2 PAK1 
CDKN1B RPS6KB1 RSF1 
TBX3 CCNE1 INTS4 
RUNX1 MDM4 SEPHS1 
LDLRAP1 CDK3 ZMIZ1 
STMN2 CDK4 FOXM1 
MYH9 CAMK1D SDCCAG1 
AGTR2 PI4KB IGF1R 
SF3B1 NCOR1 GNRH1 
CBFB EMSY KCTD9 
MAP3K12 PARK2 CDCA2 
MAP4K3 RB1 EBF2 
MAP4K4 PDGFRA BNIP3L 
MAPK15 EPHA7 PNMA2 
MAPK3 CSF1R DPYSL2 
APAF1 DDR1 ADRA1A 
THBS1 MET STMN4 
IGF1 KIT TRIM35 
DDR2 PIK3CA AQP11 
RPS6KB1 AKT1 CLSN1A 
BRAF AKT2 KCTD14 
AFF2 MAP3K4 THRSP 
PIK3R1 MAP2K3 NDUFC2 
PTPN22 GATA3 ALG8 
PTPRD CDC25 KCTD21 
NF1 FOXO3 USP35 
CCND3 CDK2 GAB2 
CTCF MYB DNAH9 
ZFP36L1 MLL2 ZNF18 
GPS2 MLL3 c11orf67 
OR6A2 MLL4 KRAS 
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CLEC19A MLL5 FOXO1 
FAM47C KDM6A FOXO4 
PIWIL1 KDM5B FGFR1 
FOXA1 KDM5C FGFR2 
SRPR ARID1A FGFR3 
OR2L2 ARID2 IGF1R 
ARID1B ARID3B Cyclin D1 
CASP8 ARID4B CDK6 
STK11 SMAD4 INPP4B 
SMARCD1 ATM ZNF217 
SETD2 ASXL1 EGFR 
DNAH5 KRAS ERBB3 
COL12A1  ERBB4 
LAMA4   
DNAH3   
LAMB3   
BRCA1   
BRCA2   
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ANEXO II. Variaciones genéticas pareadas entre tumor primario y sus metástasis. 
Gen PAR A PAR C PAR D PAR E PAR I PAR J PAR K PAR L PAR M PAR T PAR O 
LDLRAP1 0 0 0 0 1 0 0 1 4 0 0 
ARID1A 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
PTPN22 1 0 0 0 0 0 0 0 12 0 0 
PI4KB 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
DDR2 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0 0 
KDM5B 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 
MDM4 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
LAMB3 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 
USH2A 0 0 1 0 2 0 0 1 20 0 1 
ARID4B 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
OR2L2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
MAP4K3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
MAP4K4 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 
SF3B1 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 
CASP8 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
IDH1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
SETD2 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 
CDC25A 1 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
ATR 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 
PIK3CA 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
PDGFRA 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 
KIT 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
DNAH5 0 1 1 1 0 0 0 0 69 0 0 
MAP3K1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
PIK3R1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
CDC25C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
CSF1R 0 0 0 0 0 0 0 0 16 0 0 
DDR1 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 
CCND3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
COL12A1 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 
EPHA7 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
FOXO3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
LAMA4 0 0 0 0 0 0 0 0 10 1 0 
MYB 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 
ARID1B 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
MAP3K4 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
PARK2 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 
KMT2E 1 0 1 0 0 0 0 0 3 0 0 
MET 0 0 2 0 0 0 0 0 2 0 0 
BRAF 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
KMT2C 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 16 
PPP2R2A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
STMN2 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 
MYC 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
MAPK15 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
PTPRD 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 
MTAP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
GATA3 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 
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CAMK1D 0 0 1 0 0 0 0 0 5 0 0 
MYO3A 0 0 0 0 0 0 0 2 8 0 0 
PTEN 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
OR6A2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
RASGRP2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
CCND1 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 
C11ORF30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
ATM 0 0 0 0 0 0 0 0 11 0 0 
SRPR 0 0 0 0 0 0 0 1 6 0 0 
CDKN1B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
KRAS 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
ARID2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
KMT2D 0 0 0 0 0 0 0 1 7 0 0 
SMARCD1 0 0 0 0 0 0 1 2 1 0 0 
MAP3K12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
CDK2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
CDK4 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 
MDM2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
APAF1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
IGF1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
TBX3 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
PIWIL1 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 
BRCA2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
RB1 1 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
FOXA1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
ZFP36L1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AKT1 0 0 1 0 0 0 0 0 10 0 0 
THBS1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
ARID3B 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
RASGRF1 0 0 0 0 0 0 0 1 6 0 0 
DNAH3 0 0 0 0 1 0 1 1 4 0 0 
MAPK3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
CBFB 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 
CTCF 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
CDH1 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 
GPS2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
TP53 0 0 0 0 0 0 0 0 5 1 0 
MAP2K4 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
NCOR1 0 0 0 0 0 0 0 1 4 0 0 
MAP2K3 0 1 0 1 0 0 0 0 7 0 0 
NF1 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 
ERBB2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
BRCA1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 
RPS6KB1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
CDK3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
SMAD4 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
STK11 0 0 1 0 0 0 0 0 6 0 0 
CCNE1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 
KMT2B 0 0 0 0 0 0 0 1 14 0 0 
AKT2 1 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 
CDC25B 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 
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ASXL1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
RUNX1 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 
MYH9 0 0 1 0 0 1 0 1 8 0 0 
FAM47C 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 
KDM6A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
KDM5C 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 
AGTR2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AFF2 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 
 
Interpretación: el valor cero de la casilla significa que no se encontró ninguna variante (cambio de base) 
en el tejido analizado. Un valor >0 significa que existió un cambio de base para ese gen independientemente 
del impacto funcional. 
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ANEXO III. Distribución de Mutaciones Somáticas Simples no-sinónimas entre los 
genomas de la base del Consorcio Internacional del Genoma del Cáncer (ICGC data 
portal)(121). 
 
 
Según la base ICGC, 1.185 tumores donantes están afectados por 1.191 mutaciones 
de KMT2C entre los 43 genomas del cáncer distintos, convirtiendo esta mutación en  la 
sexta más común que presenta un impacto funcional severo sobre la proteína. Las 
principales localizaciones de las mutaciones se localizan alrededor del dominio dedo de 
Zinc de la proteína. Los círculos en color rojo, verde y gris representan cambios somáticos 
que predicen una alta, baja o ninguna alteración funcional severa de la proteína, 
respectivamente. Los ejes verticales representan el número de casos donados con la 
mutación. El eje horizontal indica en número del residuo de la proteína. La mutación 
D348N se aprecia en el recuadro azul. 
 
 
 
 
